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Relación entre las alteraciones del sueño, cambios de la estructura cortical y marcadores en sangre periférica en personas 





La enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia neurodegenerativa causada por la 
presencia de depósitos proteicos de naturaleza patológica. Esta enfermedad cursa con atrofias 
cerebrales que se acompañan de un deterioro progresivo de la memoria desde su fase 
prodrómica, conocida como deterioro cognitivo leve (DCL). Aunque la investigación en las 
últimas décadas ha arrojado información muy valiosa sobre diferentes aspectos de esta 
condición neurodegenerativa, existe un profundo desconocimiento sobre los mecanismos que 
desencadenan la patología subyacente. 
Evidencias recientes han mostrado una relación entre la aparición de las primeras placas de 
beta amiloide (Aβ) y las alteraciones de la estructura del sueño en modelos experimentales de 
la EA, alimentando la hipótesis de que la relación recíproca entre estos dos parámetros podría 
facilitar la progresión de la enfermedad. Sin embargo, son escasos los estudios que han tratado 
de validar esta hipótesis en humanos, a pesar de que las alteraciones del sueño están 
presentes desde la fase prodrómica de la EA. El primer objetivo del presente estudio fue por 
tanto determinar si las alteraciones del sueño que muestran los pacientes con DCL se 
acompañan de cambios en las concentraciones plasmáticas de Aβ y de cambios cerebrales 
estructurales asociados a la neurodegeneración.  
Por otra parte, estudios previos han puesto de manifiesto que los DCL presentan un incremento 
de los niveles circulantes de homocisteína (HCY) y una disminución de la capacidad 
antioxidante total (TAC). Dado que el incremento de HCY y la reducción del tiempo total de 
sueño agravan el daño oxidativo cerebral, nos planteamos como segundo objetivo determinar 
si la duración del sueño en los pacientes con DCL podría actuar como mediador de la relación 
existente entre HCY y TAC.  
Para tratar de dar respuesta a estas cuestiones, se han realizado estudios de polisomnografía 
nocturna, resonancia magnética cerebral y determinaciones de Aβ, HCY y TAC a 21 personas 





revelaron que cuanto más altas eran las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 más 
pronunciada fue la fragmentación del sueño de ondas lentas en estos pacientes. Además, la 
disminución del sueño REM observada en los DCLa se acompañó de reducciones del espesor 
cortical en regiones del cingulado posterior, precúneo y giro post-central, mientras que el 
incremento de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-40 y Aβ1-42 correlacionó con 
disminuciones del espesor cortical en el cingulado posterior y corteza entorrinal, 
respectivamente. Estudios previos han mostrado que la mayoría de estas regiones corticales 
están afectadas desde las fases más tempranas de la EA. 
Los pacientes con DCLa también mostraron una relación inversa entre los niveles de HCY y 
TAC. Ambos parámetros correlacionaron con una disminución de la calidad del sueño (i.e., 
duración y eficiencia de sueño) y con reducciones de volumen del lóbulo temporal. Los análisis 
de mediación no solo confirmaron que la relación inversa entre HCY y TAC estaba mediada por 
la calidad del sueño en los pacientes con DCLa, sino que además mostraron que el impacto de 
la HCY sobre la integridad estructural del lóbulo temporal estaba mediado por la relación 
existente entre la calidad de sueño y la TAC. 
En conjunto, estos resultados apuntan a que las alteraciones del sueño que muestran los 
pacientes con DCLa están relacionadas con la patofisiología de la EA, posiblemente 
contribuyendo a la progresión de la amiloidosis cerebral. Además, abren nuevas vías de 
investigación dirigidas a modificar la trayectoria del envejecimiento a partir de estrategias 






Relationship between sleep alterations, changes in cortical structure and markers in peripheral blood 





Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative dementia caused by the presence of protein 
deposits of a pathological nature. This disease is characterized by cerebral atrophies together 
with a progressive deterioration of memory from its prodromal stage, known as mild cognitive 
impairment (MCI). Although research over the last 20 years has yielded valuable information on 
different aspects of this neurodegenerative condition, there is a profound lack of knowledge 
about the mechanisms that trigger the underlying pathology. 
Recent evidence has shown a relationship between the appearance of amyloid beta (Aβ) 
plaques and sleep structure alterations in experimental models of AD, fueling the hypothesis 
that the reciprocal relationship between these two parameters could facilitate progression of the 
disease. However, few studies have tried to validate this hypothesis in humans, despite the fact 
that sleep disturbances are present beginning in prodromal phase of AD. The first objective of 
the present study was therefore to determine if the sleep disturbances shown by patients with 
MCI are accompanied by changes in plasma concentrations of Aβ and structural brain changes 
associated with neurodegeneration. 
Previous studies have shown that MCI patients display an increase in circulating levels of 
homocysteine (HCY) and a decrease of the total antioxidant capacity (TAC). Since the increase 
of HCY and the reduction of total sleep time exacerbate brain oxidative damage, our second 
objective was to determine if sleep duration in MCI could act as mediator of the relationship 
between HCY and TAC. 
In order to answer these questions, studies of nocturnal polysomnography, brain magnetic 
resonance and Aβ, HCY, and TAC determinations in peripheral blood have been performed on 
21 normal elderly subjects (controls) and 21 patients with amnestic MCI (aMCI). Analyses 
revealed that the higher the plasma concentrations of Aβ1-42, the more pronounced the 
fragmentation of slow-wave sleep in these patients. In addition, the decrease in REM sleep in 
aMCI patients was accompanied by reductions in cortical thickness in the posterior cingulate, 





correlated with thinning of the posterior cingulate and entorhinal cortex, respectively. Previous 
studies have shown that most of these cortical regions are affected from the earliest stages of 
AD. 
Patients with aMCI also showed an inverse relationship between HCY levels and TAC. Both 
parameters were correlated with a decrease in sleep quality (i.e., duration and sleep efficiency) 
and with temporal lobe volume reductions. Mediation analyses not only confirmed that the 
inverse relationship between HCY and TAC was mediated by sleep quality in patients with 
aMCI, but also showed that the impact of HCY on the structural integrity of the temporal lobe 
was mediated by the relationship between the quality of sleep and the TAC. 
Taken together, these results suggest that the sleep disturbances shown by patients with aMCI 
are likely related to the pathophysiology of AD, possibly contributing to the progression of 
cerebral amyloidosis. In addition, they open new avenues of research aimed at modifying the 








































































































El incremento de la esperanza de vida en los últimos 30 años ha supuesto que una condición 
neurodegenerativa asociada al envejecimiento, como la enfermedad de Alzheimer (EA), ocupe 
el quinto lugar entre las principales causas de mortalidad (GBD, 2013). La EA está considerada 
por la Organización Mundial de la Salud como un problema de salud pública prioritario, cuya 
prevalencia incrementará en los próximos años hasta alcanzar los 100 millones de personas en 
2050 (World Health Organization, 2012).  
Aunque desafortunadamente no existen terapias eficaces que detengan, enlentezcan o 
reviertan los síntomas de dicha enfermedad (Gauthier et al., 2016), parece que el éxito de las 
intervenciones podría aumentar si se aplicaran en las fases más tempranas de la EA (Gauthier, 
2005; Cummings et al., 2007). De ahí que una parte importante de los esfuerzos realizados en 
las últimas dos décadas se hayan dedicado a identificar aquellos eventos que preceden a los 
primeros síntomas de la enfermedad. Las alteraciones del ciclo vigilia-sueño podrían ser uno 
de estos eventos (Gerstner et al., 2012). De hecho, evidencias recientes obtenidas con 
modelos animales sugieren que la acumulación extracelular de agregados de la proteína beta 
amiloide (Aβ), una de las dos proteinopatías cerebrales que caracterizan a la EA (Selkoe & 
Hardy, 2016), se acompaña de alteraciones de la estructura del sueño, lo cual a su vez 
promueve la agregación del Aβ y, por ende, la progresión de la enfermedad (Roh et al., 2012). 
Sin embargo, a día de hoy carecemos de información que nos permita determinar si las 
alteraciones del sueño son un elemento clave en la patofisiología de la EA o un marcador de la 
progresión de la enfermedad (Lucey & Bateman, 2014). El presente trabajo de Tesis pretende 
arrojar luz sobre algunos de estos aspectos. Dado que en estudios previos hemos mostrado 
que los pacientes con deterioro cognitivo leve de tipo amnésico (DCLa), considerado como la 
fase prodrómica de la EA (Dubois & Albert, 2004), presentan alteraciones de la estructura del 
sueño (Hita-Yáñez et al., 2012, 2013), en el presente trabajo evaluaremos si dichas 
alteraciones están relacionadas a su vez con cambios estructurales en el cerebro y con 




marcadores de la EA en sangre periférica, como las concentraciones de Aβ, homocisteína 
(HCY) y estado antioxidante. 
La Introducción comenzará con una descripción de las principales características de la EA, 
incluyendo su patología y los aspectos genéticos más relevantes. Se continuará con una breve 
revisión de los biomarcadores más empleados en el diagnóstico de la EA, haciendo especial 
hincapié en aquellos derivados del líquido cerebroespinal (LCE) y de la neuroimagen. Acto 
seguido, se revisará el potencial de algunos de los biomarcadores en sangre periférica más 
utilizados en la EA. Finalmente, y dado que el sueño se ve alterado durante el curso de la 
enfermedad, realizaremos una breve revisión sobre las alteraciones del sueño típicamente 
asociadas a esta condición neurodegenerativa, destacando las posibles relaciones que 
pudieran existir entre dichas alteraciones y la patología que subyace a la EA. 
1.1. La enfermedad de Alzheimer 
La EA es un trastorno neurológico progresivo y degenerativo que cursa inicialmente con un 
deterioro de la memoria acompañado de alteraciones de la estructura y función cerebral. Se 
estima que 30 millones de personas en el mundo padecen EA (World Alzheimer Report, 2015), 
siendo la séptima causa de muerte en España (Instituto Nacional de Estadísticas, 2015; 
http://www.ine.es). De hecho, la EA se ha convertido en la enfermedad que mayor crecimiento 
ha experimentado entre 1990-2013 (GBD, 2013), mostrando una incidencia de entre el 1-3% en 
la población general y una prevalencia de entre el 10-30% en personas mayores de 65 años 
(Bachman et al., 1993; Kawas et al., 2000). El coste anual de la EA alcanza los 818 millones de 
dólares, importe que representa un 1,09% del producto interior bruto mundial. En Europa, un 
19,3% de este gasto se dedica a atención médica directa, un 43% a gastos de asistencia social 
(e.g., atención domiciliaria profesional y de enfermería) mientras que un 37,6% del gasto es 
asumido por familiares que se dedican al cuidado diario del paciente (World Alzheimer Report, 
2015). Este presupuesto contrasta con la escasa financiación dedicada a la investigación de 






relevantes. Por poner un ejemplo, Estados Unidos dedica anualmente 10 veces más a la 
investigación sobre el cáncer que a la relacionada con la EA, a pesar de que los costes 
derivados de la EA son sensiblemente mayores y el número de muertes derivadas de ambas 
enfermedades es similar (Alzheimer's Association, 2016). 
La EA es la forma más común de demencia neurodegenerativa. En los años previos al 
diagnóstico, los pacientes manifiestan un deterioro leve de la memoria que no interfiere 
excesivamente con las actividades de la vida de diaria. Durante la EA leve, las alteraciones de 
la memoria se acompañan de déficits del lenguaje, dificultades visuo-espaciales y cambios de 
personalidad (e.g., aislamiento, escasa iniciativa y ocasionalmente síntomas de depresión). En 
la fase moderada, los déficits de memoria no solo se vuelven más evidentes, sino que además 
el paciente muestra una cierta incapacidad para relacionarse con los demás y para realizar de 
manera independiente determinadas actividades cotidianas. En la etapa severa de la EA, los 
pacientes son totalmente dependientes de sus cuidadores y a menudo no hablan, no se 
mueven y presentan dificultades para tragar y/o controlar los esfínteres (Förstl & Kurz, 1999). 
El DCL se considera la fase prodrómica de la EA (Dubois & Albert, 2004). Los pacientes con 
DCL presentan un deterioro progresivo de la memoria más acentuado que el que muestran las 
personas de su edad, al mismo tiempo que mantienen intacta su capacidad para desarrollar 
actividades de la vida diaria. La caracterización de los cambios cognitivos, bioquímicos y 
cerebrales asociados a la fase prodrómica de la EA ha sido posible gracias a la avalancha de 
contribuciones científicas que se ha producido sobre este tópico en las dos últimas décadas, lo 
cual ha mejorado sensiblemente nuestro conocimiento sobre los límites biológicos entre el 
envejecimiento normal y las fases más tempranas de la EA (Blasko et al., 2006). Además, la 
fase prodrómica de la EA ha recibido una atención especial porque determinadas 
intervenciones farmacológicas podrían tener una mayor eficacia en pacientes con DCL que en 
aquellos con EA (Gauthier, 2005; Cummings et al., 2007). 
 




1.1.1. Patología de la enfermedad de Alzheimer 
Los pacientes con EA muestran dos tipos de depósitos proteicos de naturaleza patológica: las 
placas de Aβ que se acumulan en el espacio extracelular y los ovillos neurofibrilares (ONF) 
intracelulares causados por la hiperfosforilación de la proteína tau (Serrano-Pozo et al., 2011). 
Ambas lesiones tienen efectos neurotóxicos, alteran el funcionamiento y la respuesta celular, 
producen daños sinápticos, inducen neuroinflamación y, en último extremo, causan muerte 
neuronal. Numerosas evidencias apuntan a que cada uno de estos procesos, de forma aislada 
o combinada, se asocian a estadios diferentes de la EA (Jack et al., 2010; Albert et al., 2011; 
McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011). 
El Aβ se sintetiza en las neuronas a partir del procesamiento proteolítico de la proteína 
precursora de amiloide (amyloid precursor protein; APP, siglas en inglés). La APP es una 
glicoproteína integral de membrana de tipo I que posee un largo dominio extracelular N-
terminal globular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular corto (Rajendran & 
Annaert, 2012). Aunque se desconoce la función fisiológica de la APP, diferentes estudios la 
han implicado en procesos de adhesión y señalización celular (Wolfe & Guénette, 2007) 
además de otorgarle propiedades neuroprotectoras, antioxidantes y neurotróficas (Thinakaran 
& Koo, 2008; O’Brien & Wong, 2011). 
Existen dos vías alternativas de procesamiento postraduccional de la APP. La ruta no 
amiloidogénica, predominante en la mayoría de las células, en la que la proteólisis se 
desarrolla dentro de la región que da lugar al Aβ, evitando así su producción. En esta vía, que 
ocurre fundamentalmente en la membrana plasmática, la fragmentación de la APP la realiza la 
enzima α-secretasa, generando un fragmento soluble (sAPPα) al que se le atribuyen 
propiedades neuroprotectoras y neurotróficas (Hiltunen et al., 2009). Por otra parte, está la ruta 
amiloidogénica, muy poco frecuente en la mayoría de células, excepto en las neuronas. En 
esta vía actúan secuencialmente las enzimas β- y γ-secretasas que dan lugar a los péptidos de 
Aβ (de 38-43 aminoácidos) (Rajendran & Annaert, 2012). Este procesamiento se realiza, 






la membrana plasmática en un compartimento endosomal que contiene las proteasas BACE-1 
y γ-secretasa (Thinakaran & Koo, 2008; Zhang et al., 2011). La estructura de los péptidos de 
Aβ se modifica una vez alcanzan el espacio extracelular, pasando de una estructura con forma 
de hélice α a una de hojas β extendidas. Por causas que aún se desconocen, estos péptidos se 
convierten en monómeros de Aβ mal plegados que dan lugar a oligómeros de bajo (e.g., 
dímeros y trímeros) o alto peso molecular (e.g., protofibrillas y fibrillas) (Larson & Lesné, 2012). 

















Figura 1. Posibles rutas en el procesamiento postraduccional de la APP. En la vía no 
amiloidogénica, la acción de la enzima α-secretasa da lugar a la sAPPα y a otros productos proteolíticos 
como el C83. Los diferentes péptidos de Aβ se generan a partir de la vía amiloidogénica. Para ello, en 
primer lugar, la enzima β-secretasa genera un fragmento soluble extracelular (sAPPβ). Posteriormente, 
la enzima γ-secretasa realiza un corte en el extremo que permanece unido a la membrana, generando 
péptidos de Aβ de diferentes tamaños. Estos péptidos son liberados al espacio extracelular en forma de 
monómeros para luego ser eliminados o ensamblarse formando oligómeros y agregados de Aβ que 
causan daño sináptico y deterioro cognitivo. Figura modificada de Spies et al. (2012). 




La acumulación del Aβ fibrilar activa una serie de mecanismos que conducen a la 
neuroinflamación y, en último extremo, a la muerte neuronal. La Figura 2 ilustra de manera 
resumida este proceso.  
 
Figura 2. Relación entre la acumulación extracelular de Aβ y la activación microglial durante el 
curso de la EA. Durante la fase más temprana de la EA, ciertas alteraciones homeostáticas conducen a 
la acumulación de oligómeros de Aβ. En la fase sintomática se producen disfunciones de la barrera 
hematoencefálica que dificultan el aclaramiento del Aβ, incrementándose así las concentraciones de Aβ 
extracelular y con ello la respuesta microglial. En la fase tardía, la degeneración de las células 
endoteliales impide la eliminación del Aβ, se reduce el flujo sanguíneo y se deteriora la unidad capilar. 
Finalmente, se produce una respuesta neuroinflamatoria y un colapso de la unidad capilar, que además 
de provocar daño sináptico puede producir muerte neuronal. Figura modificada de Zlokovic (2008). 
Durante los estadios más tempranos de la EA, la acumulación de oligómeros solubles de Aβ 
estaría facilitada por las disfunciones que ocurren en la barrera hematoencefálica (BHE). Tanto 
los oligómeros de Aβ como la reducción del flujo sanguíneo capilar podrían afectar a la 
transmisión sináptica, causando lesiones neuronales y el consiguiente reclutamiento de la 
microglía. Durante la fase sintomática leve, la BHE comienza a perder sus propiedades para 
eliminar el Aβ, de manera que el endotelio secreta citoquinas proinflamatorias y supresoras del 
flujo sanguíneo cerebral, que resulta en disfunciones sinápticas, acumulación de ONF y 
activación de la microglía. Durante la fase sintomática tardía, la unidad capilar se deforma al 
degenerarse la barrera endotelial. Paralelamente, ocurre una pérdida severa de la capacidad 






incremento de ONF y una activación de microglía y astrocitos. En la fase final de la EA, 
desaparece la unidad capilar, se reduce sensiblemente la densidad sináptica e incrementa 
drásticamente la muerte neuronal (Itagaki et al., 1989; Akiyama et al., 2000; Zlokovic, 2008). 
En condiciones fisiológicas normales, la producción de Aβ está compensada por su eliminación 
a través de varios procesos. La vía más directa es mediante el transporte de Aβ desde el fluido 
intersticial cerebral al LCE y luego a las membranas perivasculares de la BHE, bien sea a 
través de los receptores de lipoproteínas de baja densidad 1 (low density related-protein 1; 
LRP1, siglas en inglés) o mediante mecanismos que involucran a la apolipoproteína E (ApoE) 
(Sagare et al., 2007; Deane et al., 2009). El Aβ también puede eliminarse por la actuación de 
un amplio número de endoproteasas que se encuentran en los astrocitos (Saido & Leissring, 
2012). Cuando los mecanismos de eliminación de Aβ fallan, Aβ se agrega en placas, elevando 
los niveles de neurotoxicidad, incrementando el daño sináptico, y retroalimentando la 
agregación de tau (Blurton-Jones & LaFerla, 2006).  
Los agregados fibrilares de proteína tau son el otro evento neuropatológico de la EA. Tau es 
una proteína neuronal hidrofílica que pertenece a la familia de las proteínas asociadas a 
microtúbulos. Las modificaciones postraduccionales a las que tau es sometida (e.g., 
fosforilación y glicosilación) generan una gran variedad de isoformas en el sistema nervioso 
central (Lee et al., 1988; Goedert & Jakes, 1990). En condiciones normales, tau facilita el 
ensamblaje de la tubulina, estabilizando la organización de los microtúbulos y manteniendo las 
prolongaciones citoplasmáticas de las células nerviosas (Weingarten et al., 1975). Cuando la 
fosforilación de tau se vuelve excesiva, disminuye su capacidad de unión a la tubulina y los 
dominios de unión a los microtúbulos se liberan para formar pequeños depósitos (pre-ovillos) 
que adoptan una estructura de hojas β con filamentos helicoidales apareados (Goux, 2002). Al 
ensamblarse, estos filamentos dan lugar a los ONF, que provocan cambios en el citoesqueleto 
neuronal así como en la localización y organización de las mitocondrias y los lisosomas, lo que 
conduce a la interrupción de la sinapsis y en última instancia a la muerte neuronal (Iqbal et al., 
2009). La Figura 3 ilustra las modificaciones de la proteína tau en condiciones normales y 
patológicas.  
























Figura 3. Tau en condiciones normales y patológicas. En condiciones normales (panel superior), la 
proteína tau facilita la estabilización de los microtúbulos que conforman el citoesqueleto de la neurona. 
En condiciones patológicas (panel inferior), el exceso de fosforilación produce una desestabilización de 
los microtúbulos que da lugar a los ONF. Figura modificada de Brunden et al. (2009). 
El curso temporal y la distribución regional cerebral de la patología que subyace a la EA se ha 
descrito exhaustivamente en diferentes estudios (Braak & Braak, 1991; Thal et al., 2000), 
llegándose a incorporar los hallazgos de dichos estudios a los criterios neuropatológicos de la 
EA propuestos por el National Institute of Aging-Alzheimer Association (Hyman et al., 2012). 
Estos trabajos han mostrado que los primeros ONF aparecen en el locus coeruleus y en 
diferentes regiones del lóbulo temporal medial (e.g., corteza transentorrinal e hipocampo) para 
después extenderse hacia otras regiones del lóbulo temporal y la corteza cingulada posterior, 
hasta finalmente alcanzar regiones isocorticales. Estos hallazgos han sido replicados por 
diferentes autores (Braak et al., 2006; Braak & Del Tredici, 2011; Serrano-Pozo et al., 2011). En 
el caso de las placas seniles, la progresión de la enfermedad es más difusa pero, de manera 






extendiéndose posteriormente por la alocorteza (corteza entorrinal e hipocampo), los ganglios 
basales, diferentes núcleos troncoencefálicos y el cerebelo. La Figura 4 ilustra el curso 
temporal de las placas de Aβ y de los ONF en diferentes estadios de la EA, mostrando las 
principales diferencias topográficas en regiones del lóbulo temporal y de la corteza sensorio-
motora. De manera general, las áreas visuales tienden a estar menos afectadas que las áreas 
de asociación durante el curso de la enfermedad (Arnold et al., 1991; Braak & Braak, 1991).  
 
Figura 4. Distribución regional de la neuropatología durante el curso de la EA. A. La EA se asocia 
con la acumulación cerebral de placas de Aβ y ONF. B. Distribución regional de ambas proteinopatías 
durante el curso de la enfermedad. Figura modificada de Masters et al. (2015). 
1.1.2. Alteraciones neuroquímicas en la enfermedad de Alzheimer 
Estudios realizados en la década de los 70 revelaron que los pacientes con EA mostraban 
alteraciones en la colina acetiltransferasa (ChAT), enzima responsable de la síntesis de 
acetilcolina (ACh) (Bowen et al., 1976; Davies & Maloney 1976). Este déficit resulta en una 
disminución de neuronas colinérgicas que afecta, de manera bilateral y simétrica, a regiones 
del lóbulo temporal (Geula & Mesulam, 1996). Este fenómeno está principalmente causado por 
la muerte de neuronas colinérgicas en el núcleo basal de Meynert (Whitehouse et al., 1982), 




evidenciándose por lo tanto déficits en la recaptación (Rylett et al., 1993) y liberación de ACh 
(Nilsson et al., 1986) que vienen a confirmar el daño colinérgico a nivel presináptico. Estos 
estudios, junto con otros que demuestran el papel central que juega la ACh en el aprendizaje y 
la memoria (Hasselmo & Bower, 1993), contribuyeron a formalizar lo que hoy conocemos como 
la hipótesis colinérgica de la EA (Bartus et al., 1982). 
Aunque probablemente la disfunción colinérgica no es la principal causa del deterioro cognitivo 
(Hasselmo & Sarter, 2011), la hipótesis original postulaba que los fármacos pro-colinérgicos 
mejorarían la función cognitiva y las alteraciones del comportamiento. De ahí que el tratamiento 
farmacológico de la EA en las últimas décadas se haya basado en contrarrestar el déficit 
colinérgico que caracteriza a la enfermedad. Inicialmente, las estrategias terapéuticas se 
centraron inicialmente en la sustitución de precursores de ACh (colina o lecitina), sin embargo, 
estos agentes no lograban aumentar la actividad colinérgica central (Thal et al., 1981). Una 
aproximación alternativa consistió en emplear inhibidores de la acetilcolinesterasa, a pesar de 
los importantes efectos secundarios que mostraban estos fármacos. Para abordar este 
problema, se emplearon agonistas de los receptores muscarínicos/nicotínicos M1, antagonistas 
muscarínicos M2, o inhibidores de la acetilcolinesterasa de segunda generación, a pesar de 
sus interacciones negativas con el metabolismo de la APP (Borroni et al., 2002). De manera 
general, estos fármacos retardan la degradación metabólica de la acetilcolina promoviendo las 
sinapsis colinérgicas, lo que se traduce en una mejora de la función cognitiva. Algunos de estos 
medicamentos inhibidores de la colinesterasa han mostrado cierta efectividad controlando parte 
de la sintomatología durante algún tiempo, especialmente en las fases iniciales de la 
enfermedad.  
La liberación fásica de glutamato juega un papel importante en procesos relacionados con la 
plasticidad sináptica (Collingridge & Singer, 1990; Sheng & Kim, 2002), como el aprendizaje y 
la memoria. Sin embargo, la liberación anormalmente prolongada de este neurotransmisor 
sobreestimula los receptores metabotrópicos NMDA, AMPA y kainato de las neuronas 
cercanas, produciendo una apertura prolongada de sus canales iónicos y una entrada excesiva 






glutamato al espacio extracelular y perpetuando este círculo vicioso (Choi & Rothman, 1990). 
Estudios previos han mostrado que la concentración de glutamato está significativamente 
reducida en pacientes con EA, pudiendo reducirse hasta en un 80% en el giro dentado (Hyman 
et al., 1987) y en un 60% en áreas de la corteza frontal superior, temporal inferior y giro angular 
(Sasaki et al., 1986). Uno de los mecanismos propuestos para justificar esta alteración es que 
la activación de los receptores NMDA estimule el procesamiento de APP, desencadenando una 
producción más elevada de Aβ que terminaría exacerbando el daño oxidativo y la 
neurotoxicidad (Lee et al., 1995; Nitsch et al., 1997). Dado que los receptores de glutamato 
más relacionados con este mecanismo son los NMDA, existen dos aproximaciones 
terapéuticas dirigidas a este tipo de receptores. La primera reduce la hiperexcitabilidad 
neuronal mediante un bloqueo de los receptores NMDA. La segunda aproximación asume que 
los receptores NMDA están hipoactivos durante las fases finales de la enfermedad, por lo que 
necesitan ser estimulados para contrarrestar el profundo deterioro cognitivo que caracteriza a 
estos estadios (Olney et al., 1997). En la actualidad, existen antagonistas glutamatérgicos que 
tratan de aliviar parcialmente los síntomas de la EA en fases moderadas y severas (Reisberg et 
al., 2003). 
1.1.3. Genética de la enfermedad de Alzheimer	
En función de las causas que originan la enfermedad, la incidencia y la edad de aparición de 
los primeros síntomas, se pueden diferenciar dos variantes de la EA (Bagyinszky et al., 2014). 
La primera hace referencia a la EA familiar o monogénica, caracterizada por una herencia 
autosómica dominante con una penetrancia completa, mientras que la segunda se refiere a la 
EA esporádica o de inicio tardío en la que no se ha evidenciado ningún patrón de transmisión 
genética.  
En la EA familiar, la sintomatología clínica aparece generalmente antes de los 60 años, 
mientras que en la EA esporádica comienzan a partir de los 65 años. En este último caso, la 
genética de la enfermedad no es determinante, pero existen ciertos factores de riesgo genético 




que confieren una mayor susceptibilidad para desarrollar la patología (Bekris et al., 2010). En la 
variante familiar los afectados presentan mutaciones en genes directamente involucrados en la 
codificación de la proteína precursora del amiloide (APP, proteína; APP, gen), la presenilina 1 
(PSEN 1, proteína; PSEN 1, gen) o la presenilina 2 (PSEN 2, proteína; PSEN 2, gen) 
(Sherrington et al., 1995; Cruts & Van Broeckhoven, 1998). La alteración de cualquiera de 
estas proteínas conduce a la acumulación patológica de Aβ. En la actualidad se han descrito 
52 mutaciones en APP, 241 en PS1 y 45 en PS2 que generan EA familiar 
(http://www.alzforum.org/mutations/). 
Portar el alelo 4 (ε4) en el gen APOE se considera el mayor factor de riesgo genético en la EA 
esporádica (Corder et al., 1993). El gen APOE se expresa de tres formas diferentes, ε2, ε3 y 
ε4, originando seis fenotipos que resultan de la combinación de dos polimorfismos de un solo 
nucleótido. El genotipo APOE4 aparece con una frecuencia del 13,7% en la población general 
caucásica (Farrer et al., 1997), siendo el riesgo para desarrollar la EA del 91% si se portan dos 
copias del alelo ε4, del 46% si se tiene al menos una copia, o del 20% si se portan ambos 
alelos ε3, el más frecuente en la población (Corder et al., 1993). Los mecanismos mediante los 
cuales el genotipo APOE4 incrementa el riesgo de desarrollar la patología son múltiples e 
incluyen efectos dependientes del Aβ, como por ejemplo, la modulación de los niveles de Aβ, la 
agregación, la neurotoxicidad y la neuroinflamación, así como efectos independientes del Aβ, 
tales como el desarrollo neuronal, metabolismo de la glucosa y excitabilidad neuronal (Liu et 
al., 2013a). Estudios previos han mostrado que la mera interacción entre la ApoE y el Aβ 
(complejo ApoE/Aβ) causa un incremento de los niveles extracelulares de Aβ. Esta hipótesis 
postula que las lipoproteínas que transportan ApoE4 tienen menos posibilidad de ser lipidadas 
(i.e., muestran una menor adición de moléculas hidrofóbicas a la proteína), reduciéndose así la 
estabilidad y los niveles del complejo ApoE/Aβ, lo cual se traduce en una mayor acumulación y 
agregación del Aβ cerebral (Tai et al., 2014). 
Estudios de asociación en todo el genoma (Genome-wide association study; GWAS, siglas en 
inglés) han identificado alrededor de 20 nuevos lugares de susceptibilidad para la EA (e.g., 






al., 2007; Lambert et al., 2013). Cada uno de ellos contribuye modestamente al riesgo de 
desarrollar EA a través de alguna de estas tres vías: la relacionada con el sistema 
inmunológico y las respuestas inflamatorias (e.g., CR1, HLA, MS4A6A, EPHA1), la relacionada 
con el metabolismo del colesterol y los lípidos (e.g., SORL1, CLU, ABCA7) y/o la vía 
endosomal (e.g., PICALM, BIN1, SORL1, CD2AP). Se piensa que la activación de estas vías, 
de manera conjunta o aislada, podría modificar los mecanismos que subyacen al aclaramiento 
y/o a la agregación del Aβ. Establecer un modelo poligénico de la EA esporádica requiere de 
estudios con grandes cohortes que permitan detectar los pequeños efectos genéticos de estos 
nuevos genes (Morgan, 2011). 
1.1.4. Biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer	
Un biomarcador se define como una característica individual que se puede medir de manera 
objetiva y que refleja un proceso biológico normal, patológico o de respuesta a una intervención 
terapéutica específica (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Gracias a los avances 
biotecnológicos realizados en las dos últimas décadas, se ha progresado en la identificación in 
vivo de los cambios fisiopatológicos que caracterizan a cada estadio de la EA, aspecto que ha 
permitido mejorar los criterios diagnósticos de la enfermedad al incorporar el uso de 
biomarcadores relacionados con la detección de sus lesiones (Jack et al., 2010; Albert et al., 
2011; McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011). 
La presencia de valores clínicos de amiloidosis y/o de daño neuronal refleja de manera 
indirecta la existencia de patología relacionada con la EA, aspecto que podría ayudar a mejorar 
el pronóstico de la enfermedad y/o a determinar la capacidad de respuesta ante un tratamiento 
específico (Sperling et al., 2011). Sin embargo, resulta complicado establecer valores de corte 
para este tipo de fenómenos, dada su enorme variabilidad y su modulación por factores 
externos (Mckhann et al., 2011). Por otra parte, aproximadamente un 23% de las personas 
mayores asintomáticas y un 25% de los pacientes con DCL muestran niveles normales de Aβ 
junto con niveles anormales en determinados marcadores de neurodegeneración (Jack et al., 




2016). Este aspecto ha generado una cierta controversia, dado que no todos los marcadores 
de neurodegeneración son igualmente sensibles durante el curso de la enfermedad. Además, 
parte de las incongruencias derivadas del uso de determinados biomarcadores para el 
diagnóstico de diferentes fases de la EA podrían deberse a los procesos de selección de la 
muestra. Mientras que algunos estudios basan sus resultados en cohortes integradas por 
pacientes seleccionados de manera muy rigurosa, como en el caso de la Alzheimer’s Disease 
Neuroimaging Initiative (ADNI), otras cohortes están basadas en la comunidad, en las que los 
criterios diagnósticos son algo más laxos (Toledo et al., 2014). 
1.1.4.1. Marcadores de Aβ 
La disminución de los niveles de Aβ1-42 en LCE se considera un marcador de la EA desde sus 
fases preclínicas (Blennow et al., 2010). Se estima que las concentraciones del péptido Aβ1-42 
en LCE están reducidas hasta en un 50% en pacientes con EA al compararlos con controles 
(Blennow & Hampel, 2003; Blennow, 2004). Esta disminución, aunque no es específica de la 
EA (Gloeckner et al., 2008), correlaciona con la acumulación cerebral de placas de Aβ y 
presenta una elevada correspondencia con el diagnóstico de EA (Motter et al., 1995; Clark et 
al., 2003). A pesar del uso frecuente de los marcadores de LCE en ámbitos de investigación, 
aún quedan importantes lagunas que cubrir para que puedan ser extrapolados a la práctica 
clínica. Entre las principales limitaciones destacan su reducida especificidad a la hora de 
discriminar entre pacientes con DCL y EA, la gran variabilidad entre estudios debido al uso de 
diferentes reactivos y/o material de almacenamiento, así como la limitada automatización de 
sus procesos de cuantificación (Mattson et al., 2017). A esto se une el hecho de que las 
extracciones de LCE requieren de un procedimiento invasivo (i.e., punción lumbar) realizado 
por personal especializado, aspecto muy limitante si se desean utilizar estos marcadores en 
muestras amplias y/o en individuos asintomáticos (Menéndez-González, 2004). Existe, por 
tanto, un importante reto a la hora de incorporar marcadores de Aβ a partir de otro tipo de 
fluidos periféricos, e.g., plasma, saliva u orina, que puedan obtenerse mediante procedimientos 






Mediante la tomografía por emisión de positrones (PET) y el uso de trazadores radioactivos 
específicos, es posible determinar in vivo si el cerebro de un paciente muestra una carga 
patológica de Aβ fibrilar así como la distribución regional de estos agregados. Estudios 
realizados con el trazador Pittsburgh Compound B (PiB, siglas en inglés) han permitido 
diferenciar a pacientes con EA de controles, siendo el precúneo, el cingulado posterior y las 
cortezas frontales y temporales las regiones que más carga de Aβ muestran en los pacientes 
con EA, y la corteza sensorimotora la que menos (Klunk et al., 2004; Rowe et al., 2007). 
Además, estos trabajos han confirmado que el Aβ comienza a agregarse décadas antes de que 
aparezcan los primeros síntomas de la EA (Jack et al., 2013; Villemagne et al., 2013).  
Los resultados obtenidos con el PET de Aβ se corresponden con los derivados de tejido 
cerebral post mortem de pacientes con EA, mostrando una sensibilidad del 88-98% y una 
especificidad del 88-100% para detectar placas de Aβ (Clark et al., 2012; Curtis et al., 2015; 
Sabri et al., 2015). Por otra parte, estudios longitudinales han revelado que la retención de Aβ 
cerebral determinada mediante diferentes radiotrazadores de PET predice la progresión de 
DCL a EA (Ong et al., 2015). Las evidencias sugieren además que los resultados obtenidos 
con PET de Aβ guardan una alta correspondencia con los niveles patológicos de Aβ1-42 en LCE, 
hallazgos que comienzan a evidenciarse 15 años antes del inicio clínico de la EA (Buchhave et 
al., 2012; Fleisher et al., 2012; Benzinger et al., 2013). Estos resultados han facilitado la 
incorporación de los marcadores de Aβ, obtenidos a partir de PET o LCE, como criterio para el 
diagnóstico de la EA en las fases preclínicas y prodrómica de la enfermedad (Jack et al., 2010; 
Albert et al., 2011; McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011; Dubois et al., 2014), al menos 
en ámbitos de investigación. 
1.1.4.2. Marcadores de neurodegeneración 
Estudios previos han mostrado que los niveles totales de la proteína tau en LCE son  4-8 veces 
superiores en pacientes con EA que en controles (Khatoon et al., 1992). Estos cambios 
resultan de la acumulación de la proteína tau en los axones neuronales, un proceso que 
además de alterar la actividad celular provoca la liberación de diferentes elementos del 




citoesqueleto neuronal al LCE (Blennow et al., 1995). Aunque los incrementos de tau en LCE 
tampoco son específicos de la EA, numerosos estudios han mostrado relaciones significativas 
entre los niveles de tau en LCE y la presencia de ONF en tejido cerebral post mortem de 
pacientes con EA (e.g., Tapiola et al., 1997; Buerger et al., 2006). 
Hasta hace muy poco tiempo, sólo era posible detectar los ONF mediante marcadores 
inmunohistoquímicos en tejido cerebral post mortem, o midiendo las concentraciones de 
proteína tau en LCE. Sin embargo, actualmente, existen marcadores de PET selectivos de tau 
(Villemagne et al., 2015) que permiten detectar y cuantificar in vivo la retención cerebral de tau 
en humanos (Schöll et al., 2017). Los estudios realizados con PET de tau han confirmado los 
hallazgos neuropatológicos de la EA, mostrando una correspondencia con los estadios de 
Braak y con la progresión del deterioro cognitivo que caracteriza a esta enfermedad (Lowe et 
al., 2016; Schöll et al., 2017). 
Otro marcador de neurodegeneración ampliamente utilizado en las fases prodrómica y clínicas 
de la EA es el PET de glucosa (PET-FDG), dadas las relaciones existentes entre el 
hipometabolismo cerebral y la disminución de la densidad sináptica (Rocher et al., 2003). En la 
EA leve, el consumo metabólico cerebral está significativamente reducido en la corteza 
entorrinal (Mosconi et al., 2004) y el hipocampo (de Santi et al., 2001), extendiéndose a la 
corteza cingulada posterior, áreas temporo-parietales, precúneo y corteza prefrontal en 
estadios más avanzados (Alexander et al., 2002; Herholz et al., 2002). En el caso de los 
pacientes con DCL, el patrón de hipometabolismo se extiende por las mismas regiones que en 
la EA (a excepción de la corteza frontal), aunque de manera menos prominente (Drzezga et al., 
2003; Nestor et al., 2003; Mosconi et al., 2005; Morbelli et al., 2010; Bailly et al., 2015), 
permitiendo discriminar los pacientes con DCL que convierten a EA de los controles con un 
91% de precisión (Pagani et al., 2014).  
La neurodegeneración asociada a la EA se caracteriza por una disminución de la densidad 
sináptica, seguida de degeneración axonal y, en última instancia, de muerte neuronal (Serrano-






con el Aβ, de ahí que la resonancia magnética (RM) estructural juegue un papel importante en 
la detección de la neurodegeneración incipiente durante las fases prodrómica y clínicas de la 
EA (Davatzikos et al., 2008; Frisoni et al., 2010). De hecho, los niveles de atrofia del hipocampo 
y de la corteza entorrinal han sido validados como marcadores de neurodegeneración 
asociados a la fase prodrómica de la EA (Jack et al., 1999; Whitwell et al., 2007). Además, 
estudios previos han mostrado que el grado de atrofia que sufre el hipocampo es mayor en 
pacientes con DCL que en personas mayores no dementes (Bottino et al., 2002; Kantarci et al., 
2002; Wolf et al., 2004; Becker et al., 2006; Dickerson et al., 2011) y que los pacientes con EA 
presentan un mayor nivel de atrofia que los DCL (Du et al., 2001; Bottino et al., 2002; Wolf et 
al., 2004). 
1.2. Marcadores en sangre de la enfermedad de Alzheimer 
Numerosos estudios han mostrado que las concentraciones en sangre de diferentes 
parámetros bioquímicos poseen utilidad de cara al diagnóstico y al pronóstico de determinadas 
enfermedades (Anderson & Anderson, 2002; Thadikkaran et al., 2005). El interés por obtener 
biomarcadores a partir de sangre periférica es cada vez mayor, dada la facilidad y versatilidad 
que ofrece esta matriz biológica, que además incluye una buena reproducibilidad y sensibilidad 
para medir un gran número de metabolitos. 
Han sido muchos los esfuerzos realizados hasta el momento para establecer un panel de 
biomarcadores de la EA obtenidos a partir de sangre periférica. Para ello, se han empleado 
diferentes aproximaciones genéticas y proteómicas, como los ensayos inmunoenzimáticos 
(ELISA), ensayos enzimáticos por colorimetría, inmunoensayos de inhibición turbidimétrica, 
inmunoensayos múltiples y ensayos de ciclo enzimático recombinante (Thambisetty & 
Lovestone, 2010; O'Bryant et al., 2011). Los biomarcadores en sangre más utilizados en la EA 
son los relacionados con Aβ (Mayeux et al., 2003; Sobów et al., 2005; Pojlak et al., 2016), 
metabolismo del colesterol (Yaffe et al., 2002; Sato et al., 2012), estrés oxidativo (Praticò et al., 
2002; Padurariu et al., 2010), marcadores inmunológicos y de inflamación (Lanzrein et al.,




1998) marcadores de riesgo cardiovacular como la HCY (Seshadri et al., 2002). Por su relación 
con los objetivos del presente trabajo, nos centraremos en los marcadores de Aβ, estrés 
oxidativo y HCY. 
1.2.1. Marcadores de Aβ 
Los diferentes péptidos de Aβ se expresan no solo en el sistema nervioso central sino también 
en el páncreas, riñón, bazo, corazón, hígado, testículos, aorta, pulmones, intestinos, piel, y en 
las glándulas adrenales, salivares y tiroideas (Selkoe et al., 1988; Joachim et al., 1989). En 
condiciones normales, las concentraciones cerebrales de Aβ soluble son aproximadamente 6 
veces más elevadas que en el plasma sanguíneo (Bates et al., 2009). La eficiencia catabólica 
de los péptidos de Aβ en sangre podría deberse al papel del hígado, órgano que se encarga de 
su absorción y degradación, razón que explicaría las bajas concentraciones de Aβ en sangre 
en comparación con las observadas en el LCE (Ghiso et al., 2004). 
Los péptidos de Aβ son transportados bidireccionalmente a través de la BHE, de ahí que se 
haya sugerido la existencia de un equilibrio fisiológico entre el Aβ cerebral y el circulante en 
sangre periférica (Shibata et al., 2000). El principal receptor para transportar Aβ desde el 
cerebro a la sangre es LRP1, y desde la sangre al cerebro es el receptor para los productos de 
glicación avanzada (receptor for advanced glycation end products; RAGE, siglas en inglés) 
(Shibata et al., 2000; Deane et al., 2004). En condiciones normales, la forma soluble de LRP1 
secuestra alrededor del 70-90% del Aβ plasmático (Sagare et al., 2007). Sin embargo, en la 
EA, los niveles de LRP1 plasmáticos que se unen al Aβ están reducidos hasta en un 30% en 
comparación con los controles, facilitando el incremento del Aβ circulante (Sagare et al., 2007; 
Liang et al., 2013). Aunque se desconocen los mecanismos por los que el LRP1 soluble podría 
contribuir a la EA, las concentraciones de LRP1 soluble son capaces de identificar a los 
pacientes con EA y distinguirlos de controles y de otros pacientes con demencias no 
degenerativas con una sensibilidad del 77,8% y una especificidad del 85,7% y 93,3%, 






Las concentraciones de Aβ en sangre pueden verse afectadas por una amplia gama de 
factores que dificultan la comparación de resultados entre estudios. Por ejemplo, la edad, el 
genotipo APOE, y los mecanismos de producción (e.g., plaquetas) y eliminación (e.g., hígado) 
encabezarían la lista de factores no modificables. Algunos elementos de la dieta también 
podrían afectar a los niveles de Aβ, como la ingesta de cafeína (Cao et al., 2009) o las dietas 
ricas en grasas saturadas y trans que incrementan los niveles de colesterol (Burgess et al., 
2006). Además, el consumo de algunos medicamentos como la insulina y posiblemente las 
estatinas modifican los niveles de Aβ en plasma (Blasko et al., 2005). Por otra parte, trabajos 
recientes han puesto de manifiesto que la expresión de Aβ presenta una ritmicidad circadiana, 
con picos de concentración extracelular en vigilia y valles durante el sueño (Bateman et al., 
2007; Kang et al., 2009). De ahí que se haya postulado que las alteraciones del sueño que 
presentan los pacientes con EA sean uno de los factores que faciliten la acumulación de Aβ 
cerebral (Kang et al., 2009; Lucey & Bateman, 2014) y retroalimente la progresión de la 
enfermedad (Gerstner et al., 2012). De hecho, estudios previos realizados en humanos y 
roedores han mostrado que las concentraciones de Aβ aumentan tras la privación de sueño o 
por alteraciones en la señalización de la orexina (Kang et al., 2009; Slats et al., 2012; Liguori et 
al., 2014), un neuropéptido que promueve el estado de vigilia (Hagan et al., 1999).  
En modelos murinos de la EA, se ha observado que las concentraciones de Aβ1-40 y Aβ1-42 en 
plasma y en LCE incrementan con la edad, pero disminuyen cuando ambos péptidos 
comienzan a acumularse en el cerebro (Kawarabayashi et al., 2001; Izco et al., 2014), aspecto 
que probablemente facilite la aparición del deterioro cognitivo que caracteriza a la EA (Näslund 
et al., 2000). En humanos, los niveles plasmáticos de Aβ1-40 y Aβ1-42 también incrementan 
progresivamente con la edad durante el envejecimiento (Fukumoto et al., 2003; Mayeux et al., 
2003; Blasko et al., 2008; López et al., 2008). Sin embargo, la literatura sobre marcadores 
plasmáticos de Aβ en la EA es especialmente contradictoria. Por ejemplo, diversos estudios 
han mostrado concentraciones significativamente más altas de Aβ1-42 (Assini et al., 2004; 
Sobów et al., 2005) en pacientes con DCL que en controles, mientras que otros trabajos han 
observado una disminución de los niveles de Aβ1-42 durante la progresión de DCL a EA (Sobów 




et al., 2005; Pesaresi et al., 2006). Resultados igualmente divergentes se han observado en 
relación con la ratio Aβ1-42/Aβ1-40, encontrándose tanto valores disminuidos (Lui et al., 2010; 
Yaffe et al., 2011) como aumentados (Mayeux et al., 2003) en pacientes con EA. A esta 
controversia se añade que otros trabajos no observaron cambios en los niveles plasmáticos de 
Aβ al comparar controles y pacientes con DCL/EA (Tamaoka et al., 1996; Vanderstichele et al., 
2000; Fukumoto et al., 2003). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que las 
determinaciones de Aβ en sangre periférica no pueden ser actualmente utilizadas como 
biomarcador de la EA. Sin embargo, es posible que la combinación de los niveles plasmáticos 
de Aβ con otros marcadores de la EA incremente su capacidad para discriminar entre el 
envejecimiento normal y la fase prodrómica de la EA (Blasko et al., 2008; Sun et al., 2011; 
Janelidze et al., 2016; Poljak et al., 2016). 
1.2.2. Marcadores de estrés oxidativo 
El oxígeno, aparte de ser un elemento imprescindible para la vida, también puede 
desencadenar, a partir de sus reacciones, numerosas enfermedades debido a una producción 
incontrolada de radicales libres de oxígeno (para una revisión, ver Valko et al., 2016). Estas 
especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen species; ROS, siglas en inglés), al igual que las 
de nitrógeno, se producen durante las reacciones del metabolismo celular en las mitocondrias y 
en los peroxisomas (Boveris & Chance, 1973). Existe un sistema de defensas antioxidantes 
capaz de controlar y prevenir los daños producidos por los radicales libres. Este sistema 
involucra a enzimas fabricadas por el propio organismo, como la superóxido dismutasa, 
catalasa y glutatión peroxidasa (McCord & Fridovich, 1968; McCord et al., 1971; Tappel, 1978), 
o a antioxidantes no enzimáticos de origen exógeno, como los derivados de las frutas y las 
verduras (e.g., vitaminas C y E, betacarotenos, flavonoides y licopenos) (Rice-Evans & Miller, 
1996). De manera general, este sistema contribuye a neutralizar los efectos de las ROS y con 
ello a aminorar el daño celular. Sin embargo, cuando el sistema de defensas antioxidantes se 
agota por un exceso de ROS, se produce un daño oxidativo que afecta a proteínas, lípidos y 






El cerebro es especialmente vulnerable a los daños causados por las ROS, dada su escasa 
composición de antioxidantes y su alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados que son 
blanco de la peroxidación lipídica, aspectos que contrastan con la elevada demanda metabólica 
de este órgano (Christen, 2000). Estos procesos son de carácter epigenético y, por lo tanto, 
dichas alteraciones podrían ser tanto la causa como la consecuencia. De esta forma, la 
formación de ROS afectaría al ADN mitocondrial, a la integridad de la membrana celular y a 
diversos transportadores, produciendo alteraciones en la cadena transportadora de electrones 
y con ello un incremento en la formación de ROS mitocondrial (Moreira et al., 2010). 
Además, el daño oxidativo puede afectar a la homeostasis del retículo endoplasmático (RE), 
orgánulo celular responsable del plegamiento y procesamiento de las proteínas. Las 
alteraciones en los procesos de transcripción y traducción del ADN podrían desencadenar un 
mal plegamiento de las proteínas, facilitando su acumulación y la producción de estrés del RE 
(Malhotra & Kaufman, 2007). Con el fin de contrarrestar este fenómeno, la célula ha 
desarrollado una respuesta adaptativa ante el incremento de proteínas mal plegadas (unfolded 
protein response; UPR, siglas en inglés) basada en la reparación de las proteínas dañadas y 
en la degradación de las proteínas irreparables. En el caso que la homeostasis proteica no se 
pudiera restablecer, se activaría un mecanismo de muerte celular mediante apoptosis (Ron & 
Walter, 2007). 
Los pacientes con EA muestran un incremento significativo de elementos que facilitan la 
generación de ROS y dañan a moléculas específicas en el cerebro (Lovell et al., 1995; Lyras et 
al., 1997; Marcus et al., 1998; Markesbery & Lovell, 1998), fenómeno probablemente causado 
por la neuroinflamación local y la activación microglial que producen los agregados de Aβ 
(Ayasolla et al., 2004). Además, estudios realizados con cultivos celulares han confirmado que 
la acumulación de Aβ induce estrés en el RE y activa diversas vías de muerte celular a nivel 
mitocondrial (Costa et al., 2010). De hecho, los trabajos realizados en tejido cerebral post 
mortem de pacientes con EA han revelado que los niveles de estrés en el RE incrementan a 
medida que la enfermedad progresa (Hoozemans et al., 2005).  




Diferentes estudios han puesto de manifiesto una correspondencia entre el incremento de 
estrés oxidativo celular y la disminución de la capacidad antioxidante total (Total Antioxidant 
Capacity; TAC, siglas en inglés) en sangre periférica (Chi et al., 2002; Fenkci et al., 2003; 
Andriollo-Sanchez et al., 2005; Aycicek et al., 2005; Amirkhizi et al., 2010; Venturini et al., 2010; 
Moslemnezhad et al., 2016). Una disminución de la TAC refleja una reducción de determinados 
antioxidantes, siendo el superóxido dismutasa y el peróxido de glutatión las especies que han 
mostrado una disminución más evidente en pacientes con DCL/EA (Rinaldi et al., 2003). 
Numerosos trabajos han confirmado que la TAC en sangre periférica está significativamente 
disminuida en pacientes con EA (Repetto et al., 1999; Serra et al., 2001; Kharrazi et al., 2008; 
Aldred et al., 2010; Cristalli et al., 2012; Moslemnezhad et al., 2016), tendencia que se observa 
desde la fase prodrómica de la enfermedad (Guidi et al., 2006; Yuan et al., 2016), y se 
exacerba con la presencia del genotipo APOE4 (Pulido et al., 2005) y con la evolución de la 
enfermedad (Zafrilla et al., 2006). Estos resultados también correlacionan con hallazgos 
obtenidos en tejido cerebral post mortem de pacientes con DCL/EA (Keller et al., 2005; Lovell & 
Markesbery, 2008; Ansari & Scheff, 2010; Bruce-Keller et al., 2010; Barone et al., 2012).  
1.2.3. Homocisteína 
La HCY es un producto del metabolismo de la metionina (MET), un aminoácido esencial 
derivado de las proteínas de los alimentos (Refsum et al., 2004). La concentración plasmática 
de HCY total integra a todas las formas circulantes de HCY, incluyendo la que se une a 
proteínas (80%), la que no se une a proteínas (1%) y la que forma dímeros de HCY o cisteína 
para dar lugar a la forma disulfuro cisteína-homocisteína (Jakubowski, 2014). De manera 
general, la MET se transforma en HCY mediante reacciones enzimáticas de trasnsmetilación y 
mantiene su equilibrio plasmático a través de dos mecanismos, la remetilación al aminoácido 
esencial MET (completando así el ciclo de la MET) o la transulfuración al aminoácido sulfurado 
cisteína a través de la cistationina (Obeid & Herrmann, 2006). Las vitaminas B6 y B12 actúan 
como coenzimas en el metabolismo de la MET y de la HCY, y la deficiencia de alguna de estas 






Las variaciones que se producen en las concentraciones de HCY son muy similares en LCE y 
en plasma; sin embargo, las concentraciones séricas son entre 20-100 veces más altas que en 
LCE (Obeid & Herrmann, 2006). A partir de la pubertad, los hombres muestran concentraciones 
de HCY más elevadas que las mujeres, aunque estas diferencias de género se van diluyendo 
con la edad (Jacques et al., 1999). Durante el envejecimiento, los niveles de HCY incrementan 
(Herrmann et al., 1999; Obeid et al., 2004). Estos pueden verse afectados por factores muy 
diversos entre los que destacan portar determinados polimorfismos en los genes MTHFR y 
C677T, tabaquismo, consumo excesivo de café y/o alcohol, vida sedentaria, diabetes, función 
tiroidea, medicamentos anti-folatos y antagonistas de la vitamina B12/B6, y la presencia de 
enfermedades reumatológicas o infecciosas (para una revisión ver Kulkarni & Richard, 2003; 
Refsum et al., 2004). La mayoría de estos factores alteran las funciones y/o modifican las 
concentraciones de las vitaminas B12 y B9 en sangre periférica (Refsum et al., 2004), 
principales determinantes de los niveles circulantes de HCY.  
Los niveles elevados de HCY se han asociado con la progresión del deterioro cognitivo que 
presentan los pacientes con EA (Bottiglieri et al., 2001; Seshadri et al., 2002; Ravaglia et al., 
2005). De hecho, en modelos animales, se ha observado que el incremento de HCY cerebral 
correlaciona con la aparición de disfunciones cognitivas y daño neuronal (Streck et al., 2004; 
Algaidi et al., 2005), así como con las alteraciones en el metabolismo cerebral (Streck et al., 
2003). Los mecanismos mediante los cuales los niveles elevados de HCY incrementan el 
riesgo de desarrollar EA podrían estar relacionados con daños directos al sistema redox (Ho et 
al., 2001; Streck et al., 2003; Zou & Banerjee, 2005) y con incrementos de la respuesta de 
estrés del RE (Outinen et al., 1999; Sai et al., 2002; Chigurupati et al., 2009). Ambos 
mecanismos podrían facilitar la producción y agregación del Aβ (Pacheco-Quinto et al., 2006; 
Zhuo et al., 2010; Li & Praticò, 2015; Chung et al., 2016) y/o la hiperfosforilacion de tau (Sontag 
et al., 2007; Zhang et al., 2008), lo cual, en último extremo, contribuiría a incrementar el daño 
cerebrovascular (Hogervorst et al., 2002; Faraci & Lentz et al., 2004; Troen et al., 2008) y, 
probablemente, a promover los patrones de atrofia cerebral que presentan los pacientes con




DCL/EA (Hogervorst et al., 2002; Kim et al., 2009; Smith et al., 2010; Rajagopalan et al., 2011; 
Douaud et al., 2013; Madsen et al., 2015). 
1.3. El sueño en la enfermedad de Alzheimer 
Como parte del proceso de envejecer se producen alteraciones en los ritmos circadianos que 
controlan muchas de las funciones vitales. Entre estos ritmos, el más afectado es el ciclo 
vigilia-sueño (Foley et al., 1995; Monk & Kupfer, 2000), cuyas alteraciones se manifiestan con 
un incremento en la latencia del comienzo del sueño (Weitzman et al., 1982) y muy 
especialmente, con una disminución de la duración del sueño (Huang et al., 2002a), parámetro 
este último estrechamente relacionado con el deterioro de la memoria que sufren las personas 
mayores (Tsapanou et al., 2017). En la EA, estas alteraciones se exacerban de manera 
significativa. Así, se estima que el 25-40% de los pacientes con EA leve o moderada sufren 
insomnio, agitación nocturna y/o somnolencia diurna excesiva, que correlacionan con la 
gravedad de la enfermedad (Witting et al., 1990; Bliwise et al., 1995; van Someren, 1996; 
Moran et al., 2005; Wu & Swaab, 2007; Beaulieu-Bonneau et al., 2009; D’Onofrio et al., 2012). 
De hecho, estudios previos han revelado que la somnolencia diurna excesiva incrementa el 
riesgo de sufrir EA (Benito-León et al., 2009). En las fases más avanzadas de la enfermedad 
son frecuentes las alteraciones severas del ritmo vigilia-sueño, llegando a invertirse los 
periodos de vigilia y sueño en casos extremos (Vitiello et al., 1990; Ancoli-Israel et al., 1997).   
Estudios polisomnográficos (PSG) realizados en pacientes con EA han mostrado una 
disminución en la densidad de husos de sueño, sobre todo de los husos rápidos en regiones 
parietales (Gorgoni et al., 2016), un incremento de la duración y frecuencia de los despertares 
nocturnos, y una reducción del sueño de ondas lentas (SOL) y de la fase REM (Loewenstein et 
al., 1982; Prinz et al., 1982; Vitiello et al., 1990; Petit et al., 1993; Moe et al., 1995; Vitiello & 
Borson, 2001; Bombois et al., 2010), cambios que explicarían tanto la disminución de la 
duración del sueño (Gagnon et al., 2006) como las manifestaciones de somnolencia diurna 






interferir con los procesos de consolidación que operan durante el sueño (Westerberg et al., 
2012). Estas alteraciones del sueño han mostrado adquirir una mayor relevancia clínica a 
medida que la enfermedad progresa (Moe et al., 1995; Bonanni et al., 2005), siendo uno de los 
factores que contribuyen a la institucionalización del paciente (Pollak & Perlick, 1991), lo que a 
su vez podría exacerbar las alteraciones del ritmo vigilia-sueño (van Someren et al., 1996) y 
acelerar el deterioro (Wilson et al., 2007). 
Aunque las alteraciones del sueño son especialmente incapacitantes en las fases más 
avanzadas de la EA (Ancoli-Israel et al., 1997), están presentes desde estadios tempranos. 
Así, estudios recientes han mostrado que los pacientes con DCL muestran un acortamiento del 
SOL y una disminución de la densidad de husos de sueño (Westerberg et al., 2012), junto con 
una mayor fragmentación del SOL y una disminución del porcentaje de sueño REM, aspecto 
este último que se ve exacerbado por la presencia del genotipo APOE4 (Hita-Yáñez et al., 
2012). Estas alteraciones de la estructura del sueño son también percibidas a nivel subjetivo 
por los pacientes con DCLa (Hita-Yáñez et al., 2013).  
Se desconoce, sin embargo, si las alteraciones del sueño que caracterizan al DCL (Westerberg 
et al., 2012; Hita-Yáñez et al., 2012) están relacionadas con cambios en las concentraciones 
plasmáticas de Aβ, y si éstas a su vez están asociadas con disminuciones de la integridad 
cortical en regiones afectadas por la EA. Tampoco existen evidencias que relacionen dichas 
alteraciones del sueño con otros marcadores en sangre periférica que correlacionan con la 
patología de la EA, como son los niveles de HCY y el estado oxidativo. En el presente trabajo 
de Tesis, trataremos de arrojar luz sobre estos aspectos con el objetivo de entender mejor la 
relación entre las alteraciones del sueño y otros marcadores que caracterizan a la fase 

























































































































































2. PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
2.1. Planteamiento general de los objetivos	
Numerosas evidencias sugieren que la cascada neuropatológica que subyace a la EA 
comienza décadas antes de que aparezcan los primeros síntomas clínicos (Buchhave et al., 
2012; Fleisher et al., 2012; Benzinger et al., 2013), lo que ha facilitado la caracterización 
biológica de las fases preclínicas y prodrómica de esta condición neurodegenerativa. A pesar 
de los importantes avances realizados hasta la fecha, los principales problemas con la EA 
siguen siendo la escasa sensibilidad y especificidad de los diferentes biomarcadores para 
confirmar su diagnóstico (Mattsson et al., 2012) y la ausencia de una terapia eficaz que frene el 
deterioro cognitivo progresivo que muestran estos pacientes (Mikulca et al., 2014; Rosenblum, 
2014; Hamm et al., 2015; Gauthier et al., 2016). En un intento por aproximar el primer 
problema, se han propuesto recientemente nuevos criterios diagnósticos que incorporan 
biomarcadores asociados a cada estadio de la EA (Jack et al., 2010; Albert et al., 2011; 
McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011). Esto ha permitido, al menos en contextos de 
investigación, detectar daños incipientes en estadios asintomáticos y realizar un seguimiento 
más cercano de estos casos, dado el elevado riesgo de que evolucionen a EA en los siguientes 
años. 
Aunque las alteraciones del sueño están presentes en la fase prodrómica (Hita-Yáñez et al., 
2012; Westerberg et al., 2012) y continúan agravándose en las fases clínicas de la EA 
(Loewenstein et al., 1982; Prinz et al., 1982; Vitiello et al., 1990; Petit et al., 1993; Moe et al., 
1995), se desconoce si dichas alteraciones guardan relación con la patología que subyace a la 
enfermedad. La importancia de este aspecto no es menor, ya que de confirmarse tal asociación 
se podría evaluar si la presencia de alteraciones del sueño en personas mayores con déficits 
de memoria, en combinación con otros biomarcadores, incrementa la capacidad para predecir 
la progresión de la EA. 




Estudios realizados en modelos transgénicos de la EA y en personas asintomáticas que 
presentan mutaciones de PS1 han puesto de manifiesto que las alteraciones del ciclo vigilia-
sueño y la acumulación de Aβ cerebral se retroalimentan mutuamente (Kang et al., 2009; Roh 
et al., 2012), por lo que las alteraciones del sueño podrían ser un evento temprano en el curso 
de la enfermedad (Gerstner et al., 2012). En línea con esta hipótesis, resultados previos de 
nuestro laboratorio han mostrado que los pacientes con DCLa presentan alteraciones de la 
estructura del sueño objetivables mediante polisomnografía (PSG) (Hita-Yáñez et al., 2012), 
que además correlacionan con las quejas subjetivas de sueño autoinformadas (Hita-Yáñez et 
al., 2013). Se desconoce, sin embargo, si estas alteraciones del sueño están relacionadas con 
marcadores de amiloidosis y neurodegeneración. Por ello, el primer objetivo de esta Tesis 
fue evaluar si las alteraciones del sueño que presentan los pacientes con DCLa están 
relacionadas con las concentraciones plasmáticas de Aβ (Aβ1-40, Aβ1-42, ratio Aβ1-42/Aβ1-40) 
y/o con los cambios en el espesor cortical, y si esta última asociación es o no 
independiente de los niveles plasmáticos de Aβ. 
Como se ha avanzado en la introducción, otros marcadores en sangre periférica, como el 
estado oxidativo (Repetto et al., 1999; Serra et al., 2001; Kharrazi et al., 2008; Aldred et al., 
2010; Cristalli et al., 2012; Moslemnezhad et al., 2016) y los niveles de HCY (Clarke et al., 
1998; McCaddon et al., 1998; Bottiglieri et al., 2001; Seshadri et al., 2002; Miwa et al., 2016) 
podrían interaccionar con la fisiología del sueño y exacerbar la evolución de la EA. En línea con 
esta hipótesis, se ha observado que el incremento de las concentraciones periféricas de HCY 
se acompaña de daños oxidativos (Tyagi et al., 2005; Liu et al., 2013b) y promueve la 
agregación de Aβ (Pacheco-Quinto et al., 2006; Zhuo et al., 2010; Li & Praticò, 2015; Chung et 
al., 2016), aspecto que, en último extremo, podría contribuir al patrón de atrofias cerebrales que 
muestran los pacientes con DCL/EA (Hogervorst et al., 2002; Kim et al., 2009; Smith et al., 
2010; Rajagopalan et al., 2011; Douaud et al., 2013; Madsen et al., 2015). Además, la privación 
de sueño ha mostrado incrementar la respuesta de estrés del RE (Naidoo et al., 2008) y las 
concentraciones de Aβ en el fluido intersticial cerebral de ratones transgénicos (Kang et al., 
2009). Sobre la base de estos datos, el segundo objetivo del presente trabajo fue 




investigar si las alteraciones del sueño que presentan los pacientes con DCLa están 
relacionadas con los niveles de HCY y TAC, si estos marcadores periféricos se 
relacionan con los cambios de la estructura cerebral, y si el sueño podría desempeñar 
un papel mediador en dicha relación.  
2.2. Hipótesis sobre la relación del sueño con los niveles plasmáticos de Aβ y con el 
espesor cortical en pacientes con DCLa  
i) Los avances en la neurociencia del sueño realizados en las últimas décadas han permitido 
establecer un marco de trabajo para validar hipótesis sobre el papel que juega el sueño en 
la salud mental (Hobson, 2002). Estudios realizados con diferentes modelos experimentales 
no sólo han confirmado que las alteraciones del sueño son una característica intrínseca de 
la EA (Loewenstein et al., 1982; Prinz et al., 1982; Vitiello et al., 1990; Petit et al., 1993; Moe 
et al., 1995), sino que también han mostrado que dichas alteraciones se acompañan de un 
deterioro cognitivo que afecta de manera muy específica a la memoria (Graves et al., 2001; 
Ganguly-Fitzgerald et al., 2006; Abel et al., 2013; Goel et al., 2013). Las disfunciones 
cognitivas podrían estar determinadas por la acumulación de Aβ (Iijima et al., 2004; Lesné et 
al., 2006; Kittelberger et al., 2012) y exacerbadas por las alteraciones del sueño (Antoniadis 
et al., 2000; Covell et al., 2012; Guarnieri & Sorbi, 2015), factores que conjuntamente 
podrían acelerar la patofisiología de la EA (Kang et al., 2009; Roh et al., 2012). 
A pesar de la conveniencia de emplear marcadores en sangre periférica para la detección 
temprana de la EA, la inconsistencia de resultados impide trasladar estos marcadores a la 
clínica (Figurski et al., 2012; Toledo et al., 2013; Sutphen et al., 2014). Evaluar por tanto la 
asociación entre los niveles plasmáticos de Aβ y otros patrones fisiológicos, como por 
ejemplo la estructura del sueño, podría proporcionar un valor añadido a estos marcadores 
periféricos que, por sí solos, son manifiestamente insuficientes en contextos clínicos.  
Como se ha mencionado en la introducción, el Aβ muestra variaciones circadianas, siendo 
las concentraciones más elevadas durante la vigilia y alcanzando sus niveles más bajos




durante el sueño (Bateman et al., 2007; Kang et al., 2009). Sin embargo, cuando el Aβ 
comienza a agregarse, comienza a fallar también la regulación circadiana de las 
concentraciones cerebrales de Aβ y del ciclo vigilia-sueño (Roth et al., 2012). Ello explica en 
gran medida que las alteraciones del ciclo vigilia-sueño se acompañen de un incremento en 
las concentraciones de Aβ cerebral y que dicho incremento suponga periodos de vigilia más 
largos y periodos de sueño más cortos (Kang et al., 2009; Roh et al., 2012; 2014; Ju et al., 
2013; Spira et al., 2013; Ooms et al., 2014; Sprecher et al., 2015; Tabuchi et al., 2015; 
Branger et al., 2016), un círculo vicioso que podría facilitar o acelerar la progresión de la EA 
(Gerstner et al., 2012; Ju et al., 2014; Lucey & Bateman, 2014). Sin embargo, se desconoce 
si esta relación puede evidenciarse igualmente con las concentraciones plasmáticas de Aβ y 
si es extrapolable a pacientes con DCLa. Dado que los pacientes con DCLa presentan un 
sueño alterado (Hita-Yáñez et al., 2012; Westerberg et al., 2012) y niveles circulantes de 
Aβ1-42 elevados (Assini et al., 2004; Sobów et al., 2005), nuestra hipótesis es que ambos 
fenómenos podrían estar relacionados. 
ii) Si las alteraciones del sueño y la patología amiloidea van de la mano durante el curso de la 
EA, es posible que también se acompañen de una disminución de la sustancia gris (SG) en 
regiones corticales afectadas por la EA. Esta hipótesis se sustenta en estudios que 
muestran que los adultos jóvenes y las personas mayores que informan de una mala calidad 
de sueño presentan una reducción de volumen de la SG en regiones de la corteza 
orbitofrontal, áreas frontales mediales, cingulado posterior, precúneo e hipocampo (Riemann 
et al., 2007; Altena et al., 2010; Killgore et al., 2012; Mander et al., 2013; Joo et al., 2014). 
Algunas de estas áreas cerebrales no solo se muestran especialmente vulnerables a las 
deposiciones de Aβ (Buckner et al., 2005) sino que además participan en la generación de 
las ondas lentas del sueño no REM (Murphy et al., 2009). Sobre la base de estos datos se 
espera, por tanto, que las alteraciones del sueño en los pacientes con DCLa estén 
asociadas a disminuciones del espesor cortical en aquellas regiones en las que típicamente 
se produce una mayor concentración de agregados de Aβ. No obstante, dado que el Aβ 
plasmático no guarda una relación directa con la distribución topográfica del Aβ cerebral, la 




relación entre el sueño y el espesor cortical podría ser independiente de las concentraciones 
plasmáticas de Aβ. 
2.3. Hipótesis sobre la relación entre el sueño, los niveles de homocisteína y el estado 
antioxidante en pacientes con DCLa 
Estudios previos han mostrado que tanto el incremento de los niveles de HCY (Dickhout et al., 
2007; Belal et al., 2012; Tripathi et al., 2016) como la privación de sueño (Naidoo, 2009; Brown 
et al., 2014; Hakim et al., 2015) aumentan la respuesta de estrés del RE. De hecho, los niveles 
elevados de HCY están considerados como un factor de riesgo para desarrollar diferentes 
condiciones neurodegenerativas (Clarke et al., 1998; McCaddon et al., 1998; Seshadri et al., 
2002; Sharma et al., 2015; Miwa et al., 2016) debido a que facilitan la entrada excesiva de 
calcio a la célula, la acumulación de Aβ y tau, y promueven la muerte neuronal (Ho et al., 2001; 
Zhao et al., 2013). Por lo tanto, y de forma indirecta, los niveles elevados de HCY podrían 
contribuir a los patrones de atrofia cerebral que caracterizan a la EA (Hogervorst et al., 2002; 
Kim et al., 2009; Madsen et al., 2015). 
Los pacientes con DCL presentan incrementos en las concentraciones de HCY y reducciones 
significativas de la TAC (Guidi et al., 2006), una relación que pensamos podría estar mediada 
por la duración del periodo de sueño. Esta hipótesis se sustenta en los siguientes hallazgos: i) 
los niveles elevados de HCY están relacionados con la disminución del tiempo total de sueño 
(Martins et al., 2003; Rajendiran et al., 2015; Zhang et al., 2016); ii) la privación de sueño es un 
potente estresor oxidativo (D'Almeida et al., 1998; Silva et al., 2004; Singh et al., 2008; 
Mathangi et al., 2012; Villafuerte et al., 2015); y iii) la acumulación de placas de Aβ mantiene 
relaciones recíprocas con el sueño (Ju et al., 2014; Kang et al., 2015; Musiek et al., 2015; Roh 












































































































































3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Sujetos  
En los experimentos que integran la Tesis participaron 21 personas mayores neurológica y 
cognitivamente normales (grupo control) y 21 pacientes con deterioro cognitivo leve de tipo 
amnésico (DCLa). La muestra experimental fue reclutada en el Laboratorio de Neurociencia 
Funcional (Universidad Pablo de Olavide, Sevilla) y en la Unidad de Demencias del Servicio de 
Neurología del Hospital Universitario Virgen del Rocío de Sevilla. Todos los participantes 
firmaron voluntariamente un consentimiento informado previamente a su inclusión en el 
estudio. Los protocolos experimentales empleados en esta investigación fueron aprobados por 
el Comité Ético de Investigación de la Universidad Pablo de Olavide y por el Comité de 
Investigación Clínica del Hospital Universitario Virgen del Rocío. Todos los procedimientos 
empleados respetaron los principios de la Declaración de Helsinki relacionados con la 
investigación en humanos (1975, revisados en 2000). 
El diagnóstico de DCLa se basó en los criterios propuestos por Petersen y colaboradores 
(1999): i) presencia de quejas subjetivas de memoria preferiblemente corroboradas por el 
acompañante; ii) deterioro objetivo de la memoria confirmado mediante pruebas 
neuropsicológicas (1,5 desviaciones estándar inferiores a la media establecida para la edad del 
sujeto), entre las que se incluyeron la versión española de los subtests de Memoria Lógica de 
la Escala de Memoria de Wechsler (3ª Edición), el Test de Denominación de Boston (Boston 
Naming Test; validación española, Peña-Casanova et al., 2009a), el Trail Making Test 
(validación española, Peña-Casanova et al., 2009b), el Test de la Figura Compleja de Rey-
Osterrieth (validación española, Peña-Casanova et al., 2009c) y la batería de Percepción 
Espacial y Visual de Objetos (Visual Object and Space Perception Battery; validación española, 
Peña-Casanova et al., 2009d); iii) puntuación global de 0,5 (demencia cuestionable) en la 
Escala de Demencia Clínica (Clinical Dementia Rating; CDR, siglas en inglés) (Hughes et al., 





de las Actividades de la Vida Diaria (validación española, Böhm et al., 1998); y v) no cumplir los 
criterios de demencia establecidos en el Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos 
Mentales, 4ª versión (DSM-IV; American Psychiatric Association, 1994). 
Los criterios de inclusión para los sujetos del grupo control fueron: i) ausencia de un deterioro 
objetivo de la memoria, aspecto que fue evaluado con las mismas pruebas neuropsicológicas 
que se emplearon en los pacientes con DCLa; ii) una puntuación global de 0 (ausencia de 
demencia) en el CDR (Hughes et al., 1982); y iii) mostrar un nivel de independencia normal, 
aspecto que fue evaluado con la misma escala que se utilizó en los pacientes con DCLa.  
Todos los participantes se sometieron a pruebas de laboratorio (hemograma, vitamina 
B12/folato y función tiroidea), a una exploración neurológica y a un estudio de RM de cráneo 
que incluyó secuencias ponderadas en T1, T2 y FLAIR. Con el objetivo de determinar el nivel 
subjetivo de somnolencia diurna de cada sujeto, se administró la Escala de Somnolencia de 
Epworth (ESS, validación española, Ferrer et al., 1999). A partir de los resultados obtenidos en 
estas pruebas, se establecieron los siguientes criterios de exclusión para todos los 
participantes: i) mostrar en el Mini Examen Cognoscitivo (Mini-Mental State Examination, 
MMSE, siglas en inglés; validación española, Lobo et al., 1980) puntuaciones ≤ 22 en los DCLa 
y ≤ 26 en controles; ii) presentar puntuaciones ≥ 5 en la versión abreviada de la Escala de 
Depresión Geriátrica (Yesavage et al., 1983); iii) mostrar lesiones macroscópicas en la RM 
(e.g., tumores cerebrales, esclerosis del hipocampo, malformaciones vasculares y/o infartos 
cerebrales extensos); iv) presentar isquemias relevantes en la sustancia blanca periventricular 
y/o profunda, utilizándose como valor de corte puntuaciones ≥ 2 en la Escala de Cambios en la 
Sustancia Blanca Relacionados con la Edad (Fazekas et al., 1987); v) presentar un historial 
clínico de enfermedades neurológicas (e.g., infarto cerebral, epilepsia, traumatismo cráneo-
encefálico), psiquiátricas (e.g., depresión, psicosis, historia de consumo crónico de alcohol y/o 
de otras sustancias que afecten al sistema nervioso) o de cualquier otra índole (e.g., renal, 
hepática, pulmonar y/o endocrina); vi) estar en tratamiento con medicación que afecte a la 
función cognitiva y/o al ciclo vigilia-sueño (e.g., hipnóticos benzodiacepínicos o no 
benzodiacepínicos, antidepresivos tricíclicos, inhibidores de la recaptación de serotonina, 





inhibidores de la acetilcolinesterasa, etc.); y vii) sufrir trastornos respiratorios y/o motores 
durante el sueño, o presentar alteraciones en los ritmos circadianos como consecuencia de 
turnos de trabajo nocturnos, etc., aspecto que fue corroborado mediante historia clínica y por el 
acompañante (pareja, cuidador o familiar más cercano). 
3.2. Determinación de parámetros en sangre periférica 
Cada participante acudió por la mañana en ayunas a la Unidad de Biomarcadores del 
Laboratorio de Neurociencia Funcional (Universidad Pablo de Olavide) para proceder a la 
extracción de sangre. Para la determinación de Aβ en plasma, las muestras de sangre fueron 
tomadas en tubos Vacutainer® de 10 ml con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) potásico 
(BD Diagnostics) y posteriormente centrifugadas a 3.500 r.p.m. durante 5 min. a 4°C. El 
sobrenadante fue alicuotado en cantidades de 250 µl en tubos de polipropileno añadiendo 8,32 
µL de inhibidor de proteasas (cOmplete Ultra Tablets mini, Roche). Las muestras se 
almacenaron a -80ºC y se descongelaron antes de cada ensayo. 
Para la determinación de la TAC, ácido úrico y HCY se utilizaron muestras de suero tomadas 
en tubos Vacutainer® de 8,5 ml (SST II Advance, BD Diagnostics). Una vez se coagularon las 
muestras de sangre, fueron centrifugadas a 3.500 r.p.m. durante 15 min. a 4ºC. Finalmente, se 
realizaron alícuotas de 250 µl en tubos de polipropileno y se almacenaron a -80ºC hasta su 
posterior utilización.  
3.2.1. Determinación de las concentraciones plasmáticas de Aβ 
Para la determinación de los niveles de Aβ1-40 y Aβ1-42 en plasma se realizaron ensayos de 
ELISA "sándwich" con kits de Invitrogen (referencia KHB3481 para Aβ1-40 y KHB3544 para     
Aβ1-42). Brevemente, las muestras fueron descongeladas hasta alcanzar una temperatura de 
4ºC y, posteriormente, se añadieron 50 µl de plasma a cada pocillo por duplicado. Se incluyó 
también una muestra control por duplicado en cada placa para evaluar la variabilidad entre




experimentos. El protocolo comenzó con una incubación durante 17 horas a 4ºC con el 
anticuerpo Hu Aβ1-40 o Aβ1-42, para continuar al día siguiente con el resto de pasos propuestos 
por el fabricante. A continuación, se midieron las absorbancias a 450 nm y se obtuvieron las 
concentraciones de Aβ1-40 y Aβ1-42 (pg/ml) utilizando un lector de placas VICTOR™ X3 (Perkin 
Elmer, Waltham, Massachusetts). Los coeficientes de variación de los diferentes ensayos de 
ELISA estuvieron por debajo del 10%. Finalmente, se calculó la ratio Aβ1-42/Aβ1-40 que ha 
mostrado ser útil para identificar a personas mayores en alto riesgo de desarrollar EA (Graff-
Radford et al., 2007). Los límites de detección para estos ensayos ELISA fueron de 0,52 pg/ml 
para Aβ1-40 y 0,27 pg/ml para Aβ1-42. 
3.2.2. Determinación de la capacidad antioxidante (TAC) 
Para determinar el estado antioxidante en las muestras de suero de cada participante, se utilizó 
una técnica capaz de detectar la absorción de radicales de oxígeno (oxygen radical absorbance 
capacity, ORAC, siglas en inglés) (Cao & Prior, 1998). Esta técnica cuantifica la degradación 
oxidativa de una molécula fluorescente (fluoresceína) al mezclarse con un generador de 
radicales libres (AAPH: 2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro). Cuantos más 
antioxidantes contenga la muestra de suero, mayor será la transferencia de átomos de 
hidrógeno a los radicales libres para preservar la estructura de la fluoresceína (Ou et al., 2001). 
Para evitar que las proteínas contenidas en la muestra enmascarasen los antioxidantes de bajo 
peso molecular, empleamos un protocolo en suero desproteinizado con ácido perclórico 
(ORACPCA) (Prior et al., 2003). 
La técnica ORAC presenta ciertas ventajas en comparación con otros métodos utilizados para 
medir el estado antioxidante (Prior et al., 2005). Por ejemplo, es el único procedimiento que 
basa sus mediciones en la fluorescencia, en vez de en la absorbancia, reduciéndose así la 
posibilidad de generar reacciones cruzadas entre los antioxidantes de la muestra y los 
reactivos (Cao & Prior, 1998). Además, esta técnica permite determinar la capacidad de todos 
los antioxidantes de la muestra (hidro y liposolubles) para capturar radicales libres, así como el 





tiempo que tarda en conseguirlo (Dávalos et al., 2003). Finalmente, cabe destacar que ORAC 
es un método adaptado al formato de placas multipocillo, lo que permite un mejor rendimiento y 
una menor probabilidad de errores, debido, por ejemplo, a las variaciones de temperatura, 
parámetro crucial en este ensayo (Huang et al., 2002b).  
 
Figura 5. Montaje del ensayo ORAC. Todas las reacciones se obtuvieron por triplicado siguiendo el 
patrón mostrado en el panel de la izquierda. En el panel de la derecha, se muestra como todas las 
reacciones de la curva estándar y de las muestras de suero alcanzaron sus valores más bajos de 
fluorescencia transcurridos 30 min.  
En el presente estudio, utilizamos la técnica ORAC siguiendo el procedimiento descrito por Ou 
et al. (2001) con ligeras modificaciones. Brevemente, las muestras/blanco/Trolox fueron 
disueltas con un tampón fosfato salino (PBS) de 5mM. Posteriormente, se mezclaron 200 µL de 
la muestra/blanco/Trolox con 120 µL de fluoresceína 70,3 nM y 60 µl de AAPH 12 mM en 
placas oscuras de 96 pocillos atemperadas a 37ºC. Los niveles de fluorescencia se midieron a 
37ºC (longitud de onda de excitación 485 ± 14 nm, longitud de onda de emisión 535 nm ± 25 
nm) durante un período de 30 minutos a intervalos de 2 minutos, en un espectrofotómetro de 
fluorescencia equipado con una célula termostatizada (VICTOR™ X3, Perkin Elmer, Waltham, 
Massachusetts). Para calcular la curva estándar empleamos Trolox (ácido 6-hidroxi- 2,5,8-
tetrametilchromano-2-carboxílico), un análogo hidrosoluble de la vitamina E ampliamente 
utilizado para determinar capacidad antioxidante en muestras biológicas (Benzie & Strain, 




1996). Las concentraciones empleadas para cada punto de la curva fueron de 2 a 100 µM de 
Trolox. La Figura 5 muestra el montaje de un ensayo de ORAC.  
La técnica ORAC cuantifica la capacidad que tienen los antioxidantes de la muestra para 
impedir el daño que los radicales libres ejercen sobre una proteína fluorescente. Esta 
propiedad queda reflejada en el comportamiento cinético de la fluorescencia, que alcanza su 
punto máximo al inicio de la reacción. Conforme transcurre el tiempo y se van agotando los 
antioxidantes, la fluorescencia decae por completo hasta que la inhibición alcanza el 100% 
(Huang et al., 2002b). El área bajo la curva resultante de este proceso se compara con la curva 
del blanco y los valores obtenidos se extrapolan a la recta patrón. Este cálculo se realizó 
automáticamente mediante el programa WorkOut 2.5 integrado en el lector de placas. Todas 
las reacciones se realizaron por triplicado y las muestras cuyos coeficientes de variación 
superaron el 10% fueron repetidas. La pendiente de calibración empleada mostró un 
coeficiente R2 superior a 0,94 en todos los ensayos. Los resultados de las determinaciones de 
la TAC fueron expresadas en µM/L de Trolox. 
El ácido úrico es un potente secuestrador de radicales libres que explica hasta un 60% de la 
capacidad antioxidante total de la muestra (Benzie & Strain, 1996). Para eliminar este factor de 
confusión de nuestros resultados, calculamos las concentraciones de ácido úrico en cada 
participante y las restamos de sus niveles de TAC. Estos resultados fueron los que finalmente 
se informaron en el presente trabajo. Las determinaciones de ácido úrico se realizaron 
mediante espectrofotometría (A15 Random Access Analyzer, Biosystems, España) utilizando 
reactivos a tal efecto (Biosystems, referencia 1251). Previamente a estas determinaciones, 
preparamos una curva de calibrado con un calibrador múltiple para bioquímicas (Biosystems, 
referencia 18011) y se realizaron los ensayos correspondientes para los controles y las 
muestras de suero (Biosystems, referencia 18903). Los resultados de las determinaciones de 
ácido úrico fueron expresadas en µM/L.  





3.2.3. Determinación de las concentraciones de homocisteína (HCY) 
Los niveles de HCY se determinaron con ensayos enzimáticos (Diazyme, referencias 20924 
para el reactivo, 20925 para los calibradores y 20926 para los controles) mediante 
espectrofotometría (A15 Random Access Analyzer, Biosystems, España). Los resultados de las 
determinaciones de HCY fueron expresados en µM/L. 
3.3. Registros de polisomnografía y clasificación de las fases del sueño 
Los registros de polisomnografía (PSG) nocturna se realizaron en la Unidad de Neurofisiología 
del Laboratorio de Neurociencia Funcional (Universidad Pablo de Olavide). Los participantes 
recibieron instrucciones para que siguieran su rutina normal de actividades en la semana que 
precedió al estudio. Se les pidió además que no ingirieran bebidas alcohólicas durante las 24 
horas previas al experimento y que tampoco durmieran siesta el día del estudio. Cada 
participante llegó al laboratorio sobre las 18:00h para cumplimentar diferentes cuestionarios de 
sueño y para proceder a la colocación de electrodos. La hora de comienzo de la PSG se 
adaptó a la hora habitual de acostarse de cada sujeto. 
El protocolo de PSG incluyó 59 electrodos de electroencefalografía (EEG) (Fp1, Fp2, AF7, AF3, 
AFz, AF4, AF8, F7, F5, F3, F1, Fz, F2, F4, F6, F8, FT7, FC5, FC3, FC1, FCz, FC2, FC4, FC6, 
FT8, T7, C5, C3, C1, Cz, C2, C4, C6, T8, TP7, CP5, CP3, CP1, CPz, CP2, CP4, CP6, TP8, P7, 
P5, P3, P1, Pz, P2, P4, P6, P8, PO7, PO3, POz, PO4, PO8, O1 y O2), 4 electrodos de 
electrooculografía (EOG) para registrar movimientos oculares horizontales y verticales, y 2 
electrodos de electromiografía (EMG) colocados en el mentón para registrar el tono muscular. 
Todos los electrodos de EEG se referenciaron al promedio de la actividad registrada en ambas 
mastoides. La posición de los electrodos EEG se estableció siguiendo el Sistema Internacional 
10-10 (Jasper, 1958) y los valores de impedancia de todos ellos se mantuvieron por debajo de 
5 KΩ. La Figura 6 ilustra el protocolo de registro utilizado en el presente estudio. 
 
 












Figura 6. Montaje de PSG empleado en el presente estudio. A. Esquema de la posición de los 
electrodos EEG y EOG. EOGHL: electrodo de electrooculografía horizontal del ojo izquierdo; EOGHR: 
electrodo de electrooculografía horizontal del ojo derecho; EOGV: electrodo de electrooculografía vertical 
colocado debajo del ojo izquierdo referenciado al electrodo Fp1. B. Foto de un participante del estudio 
con el mencionado montaje. 
Todas las medidas electrofisiológicas fueron realizadas con electrodos de copa de 10 mm de 
diámetro con una aleación de oro y longitud de cable de 152 cm (Grass, Inc., referencia FS-
E5GH-60). Previamente a la colocación de cada electrodo, se frotó la zona de interés con un 
bastoncillo empapado en crema abrasiva para eliminar las células muertas y la grasa de la piel. 
Posteriormente, la copa del electrodo se rellenó con una pasta electrolítica (Ten20™, Weaver) 
para mejorar la conductancia entre la piel y el electrodo. Los electrodos de EEG se fijaron al 
cuero cabelludo con colodión (solución al 4%, Panreac, referencia 141278.0314), mientras que 
los electrodos de EOG y EMG se adhirieron a la piel de la cara con cinta quirúrgica extra-
adhesiva (Fixomull®, BSN medical GmbH). Para acelerar el proceso de fijación y secado del 
colodión, se aplicó aire comprimido a cada electrodo colocado sobre el cuero cabelludo. 
Las señales electrofisiológicas fueron amplificadas (BrainAmp MR, Brain Vision®), filtradas 
(filtro de paso de banda 0,1-100 Hz), digitalizadas (250 Hz, resolución 16-bits) y almacenadas 
para su posterior clasificación y análisis. 





La clasificación de las diferentes fases del sueño se realizó manualmente a partir de épocas de 
EEG de 20 segundos (filtro paso de banda de 0,5-30 Hz) siguiendo criterios estandarizados 
(Rechtschaffen & Kales, 1968): 
Vigilia relajada con ojos cerrados: Presencia de ritmo alfa continuo con máxima amplitud en 
regiones de la corteza parieto-occipital. Tono muscular relativamente alto y ausencia de 
movimientos oculares. 
Fase 1: Transición entre la vigilia y el sueño ligero. Presencia intermitente de actividad alfa en 
menos del 50% de la época, junto con movimientos oculares lentos y una ligera reducción del 
tono muscular respecto al mostrado en vigilia.  
Fase 2: Presencia de complejos K y/o de husos de sueño. Puede aparecer hasta un 20% de 
ondas lentas (ritmo delta, 0,5-3 Hz) en la época. Ausencia de actividad ocular y tono muscular 
reducido. 
Fase 3: Presencia de ondas lentas (ritmo delta, 0,5-3 Hz) en más del 20% y menos del 50% de 
la época. Pueden también aparecer complejos K y/o husos de sueño de manera esporádica. 
Ausencia de actividad ocular y tono muscular reducido.  
Fase 4: Presencia de ondas lentas (ritmo delta, 0,5-3 Hz) en más del 50% de la época. Las 
demás características son similares a las de la fase 3. La combinación de las fases 3 y 4 es lo 
que se conoce como sueño de ondas lentas (SOL). 
Fase REM: Presencia de actividad EEG de baja amplitud y frecuencias entremezcladas (theta-
alfa-beta) similar a la observada en el estado de vigilia activa con ojos abiertos. Este patrón de 
actividad cerebral se acompaña de movimientos oculares rápidos conjugados y atonía 
muscular. 
El nivel de fragmentación del sueño se evaluó calculando la densidad de arousals en cada una 
de las fases del sueño (American Sleep Disorder Association, 1992). Un arousal se definió 
como un cambio abrupto en el EEG que incluye actividad alfa (7,5-12 Hz), theta (4-7 Hz) o




frecuencias superiores a 16 Hz. Para ello se empleó el índice de arousal (IA) equivalente a la 
ratio entre el número total de arousals en una fase del sueño y la duración total de esa fase del 
sueño (en horas). 
3.4. Adquisición y post-procesamiento de las imágenes de RM cerebral 
Las imágenes cerebrales se adquirieron en un escáner de RM Philips Achieva de 3 Teslas 
(Philips, The Netherlands) equipado con una bobina de cráneo de 8 canales. En cada 
participante, se adquirió una secuencia T1-3D de alta resolución con los siguientes parámetros: 
tiempo de repetición = 2300 ms, tiempo de eco = 4,5 ms, ángulo de rotación = 8º, dimensiones 
de la matriz de adquisición = 320 x 320, y resolución de vóxel = 0,8 mm isotrópico sin espacio 
entre cortes. El tiempo de adquisición de la secuencia fue de 9,1 min.  
Cada imagen de RM cerebral se sometió a dos procedimientos de post-procesado diferentes, 
uno para estimar el espesor cortical mediante el programa Freesurfer v5.1 
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/) y otro para establecer el volumen de SG cerebral 
empleando el programa SPM12 (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm). 
3.4.1. Estimación del espesor cortical 
Inicialmente, a cada imagen de RM cerebral se le eliminó el cráneo y el tejido extracerebral 
(meninges, grasa) mediante la aplicación de una aproximación híbrida que combina algoritmos 
watershed y superficies deformables (Segonne et al., 2004). Los algoritmos watershed son 
técnicas de morfología matemática que permiten, por una parte, establecer los límites de las 
regiones que integran una imagen compleja y, por otra, clasificar los vóxeles en función de los 
niveles de grises y la homogeneidad de sus texturas (Vincent & Soille, 1991). Las 
imperfecciones derivadas de este proceso fueron corregidas manualmente, corte a corte en los 
tres planos del cerebro, por técnicos con experiencia en este procedimiento. 





Posteriormente, la imagen resultante fue editada manualmente para establecer una mejor 
delimitación entre la sustancia gris y blanca de la corteza cerebral. Después de esta corrección 
manual, se realizó la segmentación de la sustancia blanca que tras una posterior deformación y 
refinamiento, dio lugar a la superficie pial (Dale et al., 1999). Esta superficie pial fue trasladada 
a una esfera para ajustarla a un modelo geométrico con parámetros conocidos (Fischl & Dale, 
2001). A partir del modelo esférico de la corteza cerebral, se obtuvo el mapa de espesor 
cortical de cada participante que fue posteriormente registrado a la superficie esférica promedio 
de la muestra empleada en el presente estudio. Los mapas de espesor cortical fueron 
finalmente suavizados mediante wavelets esféricas (Bernal-Rusiel et al., 2008). La Figura 7 












































Figura 7. Diagrama esquemático de la metodología empleada para estimar los cambios de 
espesor cortical. A. A cada imagen de RM se le eliminó el cráneo (zona superior) y posteriormente se 
establecieron los límites entre la superficie pial y los compartimentos de sustancia gris (SG) y blanca 
(SB) cortical empleando procedimientos semi-automáticos (zona inferior). B. Obtención de la superficie 
pial (panel izquierdo) y de SB (panel derecho) en cada participante. C. La superficie cortical fue 
posteriormente inflada (panel izquierdo) y registrada a una esfera (panel derecho) con el objetivo de 
proyectarla sobre un sistema de coordenadas conocido. El etiquetado de las regiones corticales se 
realizó con un atlas que contenía 74 estructuras diferentes (37 para cada hemisferio) (Detrieux et al., 
2010). D. Estimación del mapa de espesor cortical en cada sujeto. El espesor cortical se definió como el 
promedio de la distancia mínima entre los vértices del límite de la cara interna de la SG y los vértices del 
límite de la superficie pial, calculados en ambas direcciones (Fischl & Dale, 2000). E. Para realizar los 
análisis estadísticos se empleó un modelo jerárquico (panel izquierdo) (Bernal-Rusiel et al., 2010). Los 
cambios significativos fueron finalmente representados sobre superficies corticales aplanadas basadas 
en atlas citoarquitectónicos de las estructuras afectadas (panel derecho). 





3.4.2. Estimación del volumen de sustancia gris cerebral 
Primero se colocó manualmente el origen de coordenadas de cada imagen cerebral en la 
comisura anterior. A continuación, se segmentaron los diferentes compartimentos cerebrales 
(i.e., LCE, SG y sustancia blanca) utilizando el procedimiento de segmentación automática 
implementado en el programa SPM12. Con el objetivo de minimizar las variaciones anatómicas 
entre los diferentes sujetos sin deformar excesivamente las imágenes cerebrales individuales, 
las imágenes segmentadas fueron registradas al cerebro promedio de la muestra mediante la 
aplicación del algoritmo DARTEL (Diffeomorphic Anatomical Registration using Exponentiated 
Lie Algebra) (Ashburner, 2007). Finalmente, los mapas de SG cerebral fueron suavizados con 
kernels gaussianos isotrópicos de 12 mm. La Figura 8 recoge de manera ilustrativa los pasos 
que componen este proceso. Todos los análisis fueron realizados en estaciones de trabajo 
Dell™ T7400, (procesadores Intel Xeon™ Dual Core 4, 3,2 GHz, 32 GB RAM) con MATLAB® 











Figura 8. Diagrama esquemático del post-procesamiento de la imagen de RM para estimar los 
cambios de volumen de SG cerebral. Panel izquierdo. Imagen de RM cerebral tras la eliminación del 
cráneo con procedimientos automatizados. Panel central. Imagen de RM cerebral segmentada 
utilizando el procedimiento de segmentación automática implementado en el programa SPM12. 
Sustancia gris (SG) en el panel superior y sustancia blanca (SB) en el panel inferior. Panel derecho. 
Imágenes de RM cerebral tras la aplicación del algoritmo DARTEL, que tiende a minimizar las 
variaciones anatómicas entre los diferentes cerebros (Ashburner, 2007).  




3.5. Análisis estadísticos 
Las variables demográficas y cognitivas así como los parámetros derivados de los registros de 
PSG y de las determinaciones en sangre periférica se analizaron con el programa SPSS v.15 
(SPSS Inc., Chicago, IL), utilizando un intervalo de confianza del 95% que corresponde a 
umbrales de p < 0,05. Tras corroborar el supuesto de normalidad para todas estas variables 
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov se aplicaron diferentes pruebas paramétricas. 
Las diferencias de grupo en las variables demográficas y cognitivas se evaluaron mediante el 
estadístico t de Student para muestras independientes, con excepción de las diferencias de 
género que se evaluaron mediante la prueba chi-cuadrado. Para investigar si las variables de 
sueño (i.e., latencia al comienzo del sueño, tiempo total de sueño, porcentaje de cada fase del 
sueño, IA de cada fase del sueño, tiempo de vigilia intra-sueño y eficiencia de sueño) y las 
diferentes determinaciones realizadas en sangre periférica diferían entre grupos, se utilizó un 
análisis de la covarianza (MANCOVA) que incluyó el diagnóstico (controles y DCL) como 
variable inter-sujetos, y la edad y el género como covariables. 
Las diferencias de grupo en el volumen de SG cerebral se evaluaron mediante la aplicación del 
modelo lineal general implementado en el programa SPM12. Los falsos positivos se corrigieron 
aplicando la técnica de Family Wise Error (FWE).  
Las diferencias de grupo en el espesor de la corteza se evaluaron mediante un modelo 
estadístico jerárquico (Bernal-Rusiel et al., 2010). Este modelo controla inicialmente los falsos 
positivos a nivel de clúster mediante técnicas basadas en la teoría de campos aleatorios 
(Random Field Theory, FDR, siglas en inglés), para posteriormente controlar los falsos 
positivos a nivel de vértice dentro de cada clúster significativo mediante un procedimiento de 
FDR adaptativa. Esta aproximación ha mostrado una mayor sensibilidad y especificidad que 
otras técnicas estadísticas convencionales para detectar cambios de espesor cortical con una 
precisión submilimétrica, tanto en estudios de simulación como con datos reales procedentes 
de pacientes con EA. En este caso, el MANCOVA se aplicó para cada hemisferio cortical por 
separado. 





Tras identificar el efecto del diagnóstico sobre las diferentes variables dependientes, 
evaluamos las posibles relaciones existentes entre los parámetros de sueño y el resto de 
variables estudiadas. En todos los casos, se aplicó un análisis de regresión lineal para estudiar 
la relación entre cada parámetro de sueño (variables independientes) y cada marcador 
periférico y de neuroimagen (variables dependientes) en cada grupo por separado, ajustado 
para la edad y el género. Al evaluar la relación entre los marcadores en sangre periférica (i.e., 
Aβ, TAC y HCY) y los de neuroimagen (i.e., espesor cortical y volumen de SG), los primeros 
actuaron como variable independiente y los segundos como variable dependiente. Si los 
coeficientes de regresión alcanzaban la significación en alguno de los grupos, se procedía a 
comparar dichos coeficientes entre ambos grupos. Cuando los marcadores de neuroimagen 
actuaron como variable dependiente, los falsos positivos se controlaron aplicando FDR en el 
caso del espesor cortical y FWE en el caso del volumen de SG cerebral.  
Por último, se evaluó si alguna/s de las variables de sueño actuaba/n como posible/s 
mediador/es de la relación existente entre los diferentes marcadores periféricos y/o de 
neuroimagen. Para ello se utilizó un análisis de pautas (path analysis). Este análisis permite 
verificar la contribución directa de un conjunto de variables independientes sobre una variable 
dependiente, así como la interacción de estas variables independientes y su influencia indirecta 
sobre la variable dependiente (Aron & Aron, 2001). Un mediador (M) se considera como tal 
cuando su inclusión como variable intermediaria modifica significativamente la relación entre la 
variable independiente (X) y la variable dependiente (Y). 
El modelo de mediación básico (MacKinnon et al., 2007) aparece representado como un 
diagrama de pautas en la Figura 9. Particularmente, este modelo evalúa si los marcadores 
periféricos explican los cambios en los diferentes parámetros de sueño (pauta β1), que a su 
vez se espera ejerzan un efecto sobre los marcadores de neuroimagen (pauta β2). La pauta c’ 
representa la relación entre los marcadores periféricos y los de neuroimagen tras controlar la 
influencia de los parámetros de sueño. Para considerar significativa la mediación de una 
variable se deben cumplir los siguientes criterios: i) que cada una de las pautas (β1 y β2) 
alcance la significación estadística, ii) que el producto de los coeficientes correspondientes a 




ambas pautas (β1*β2), también conocido como efecto indirecto, sea significativamente 
diferente de cero (MacKinnon et al., 2007), y iii) que el efecto total de los marcadores 
periféricos sobre los de neuroimagen (pauta c) sea también significativo. Las variables edad y 
género solo se incluyeron como covariables si contribuían a explicar una parte significativa de 










Figura 9. Modelo de mediación simple. Panel superior. Efecto directo (c) de los marcadores 
periféricos sobre los marcadores de neuroimagen. Panel inferior. Modelo de mediación simple que 
incluye los marcadores periféricos como variable independiente (VI), los marcadores de neuroimagen 
como variable dependiente (VD) y el sueño como mediador (M). Las flechas reflejan la dirección de la 
relación entre los diferentes elementos del modelo. El coeficiente de regresión β1 refleja la relación entre 
los marcadores periféricos y los parámetros de sueño, mientras que el coeficiente β2 refleja la relación 
entre el sueño y los marcadores de neuroimagen ajustada por el efecto de los marcadores periféricos. El 
coeficiente c’ hace referencia a la relación entre la VI y la VD ajustada por el efecto del sueño. El efecto 
indirecto se calcula multiplicando los coeficientes β1 y β2. Si cada una de estas pautas es significativa 
además del efecto indirecto, se concluye que el sueño ejerce un papel mediador sobre la relación 
existente entre la VI y la VD. Dicha mediación será completa si el coeficiente c’ deja de ser significativo. 
La mediación será parcial si dicho coeficiente es menor que el efecto directo (c) pero continúa siendo 
significativo.  
 





La significación estadística se determinó con el método de sesgo corregido y acelerado 
calculando intervalos de confianza mediante la técnica de bootstrapping (N = 1.000). La técnica 
de bootstrapping ha mostrado ser de utilidad en los análisis de mediación cuando el tamaño de 
la muestra es pequeño (Efron & Tibshirani, 1993), como ocurre en el presente estudio. 
Además, esta técnica posee mayor sensibilidad y precisión para estimar la magnitud del efecto 
indirecto que otros procedimientos similares, como el test de Sobel (Sobel, 1982) o la 



























































































































































Los resultados derivados del presente trabajo de Tesis han dado lugar a dos artículos, uno 
publicado en la revista Neuroimage (Anexo I; Sánchez-Espinosa et al., 2014) y un segundo 
trabajo que se encuentra actualmente en proceso de revisión (Anexo II; Sánchez-Espinosa et 
al., en revisión). Este apartado comienza con una descripción del perfil demográfico y cognitivo 
de la muestra analizada. A continuación se exponen las diferencias observadas al comparar los 
marcadores de sueño, en sangre periférica y de neuroimagen entre controles y pacientes con 
DCLa. Posteriormente, se muestran los resultados derivados de analizar la posible relación 
entre estos marcadores y si dichas asociaciones son capaces de distinguir a ambos grupos. Y 
por último, evaluamos si el sueño y el estado oxidativo podrían jugar un papel mediador en la 
relación existente entre la HCY y los marcadores de neuroimagen. 
4.1. Perfil demográfico y cognitivo de la muestra 
La Tabla 1 incluye los descriptores demográficos y cognitivos de los controles y de los 
pacientes con DCLa. Ambos grupos fueron estadísticamente homogéneos en edad, género y 
años de educación. Tal como cabría esperar, las puntuaciones obtenidas en las diferentes 
pruebas cognitivas fueron significativamente más bajas en los pacientes con DCLa que en los 
controles. En concreto, los DCLa presentaron una mayor afectación de la función cognitiva 
global (p = 0,01) de acuerdo con las puntuaciones derivadas del MMSE, y un rendimiento más 











Tabla 1. Características demográficas y cognitivas de la muestra. 
 Controles 
 (n = 21) 
DCLa 
 (n = 21)     p 
Edad 
Género (M / H) 





67 ± 5,5 
10 / 11 
8,6 ± 4,3 
0 
28,3 ± 1,3 
14,2 ± 2,9 
13,3 ± 2,7 
69,8 ± 6,5 
6 / 15 
8,2 ± 5,4 
0,5 
26,7 ± 2,5 
9,3 ± 2,8 








Los resultados muestran la media ± desviación estándar. M / H = mujer / 
hombre. CDR (Escala de Demencia Clínica) = 0 (ausencia de demencia), 
CDR = 0,5 (demencia cuestionable).  MMSE: Mini Examen Cognoscitivo. 
4.2. Diferencias de grupo en la estructura del sueño 
La Tabla 2 muestra para cada grupo la media y desviación estándar de los parámetros 
relacionados con la estructura del sueño (i.e., tiempo total de sueño, latencia al comienzo del 
sueño, porcentaje de cada fase del sueño, y eficiencia de sueño), fragmentación del sueño 
(porcentaje de vigilia intra-sueño e IA de cada fase del sueño) y nivel subjetivo de somnolencia 
diurna (puntuaciones obtenidas en la Escala de Somnolencia de Epworth, ESE).  
Los pacientes con DCLa mostraron cambios significativos en la estructura del sueño. En 
comparación con los controles, los DCLa presentaron una reducción del porcentaje de fase 
REM (p = 0,03) y una mayor fragmentación del SOL, tal como se infiere del incremento de la 
densidad de arousals en este estado cerebral (p = 10-5). Estas diferencias no se vieron 
acompañadas por un mayor nivel de somnolencia diurna ni por una peor eficiencia de sueño. 
De hecho, las puntuaciones en la ESE de todos los participantes siempre estuvieron por debajo 
del punto de corte (>10) a partir del cual se sospecha de la presencia de trastornos del sueño 
asociados con somnolencia diurna excesiva. Las variaciones en la somnolencia diurna y en la 
eficiencia de sueño tampoco guardaron relación alguna con la función cognitiva y/o con el resto 






Tabla 2. Parámetros de sueño. 
  Controles       (n=21) 
    DCLa  
    (n=21)   p 
Estructura del sueño 
   
TTS (min.) 395,7 ± 30,7 372,6 ± 55,5 0,2 
Latencia de sueño (min.) 11,7 ± 7,4 15 ± 7,1 0,1 
Fase 2 (%) 34,6 ± 6,9 36,3 ± 9,3 0,3 
SOL (%) 23,6 ± 7 22,7 ± 12,2 0,8 
REM (%) 14,1 ± 3,4 10,1 ± 4,6 0,03* 
Eficiencia de sueño (%) 83,8 ± 6,1 78,6 ± 11,5 0,3 
Fragmentación del sueño    
VIS (%) 13,2 ± 5,8 15,6 ± 6,2 0,5 
IA Fase 2 0,31 ± 0,17 0,25 ± 0,13 0,1 
IA SOL 0,05 ± 0,03 0,15 ± 0,08 10-5* 
IA REM 0,18 ± 0,14 0,22 ± 0,09 0,2 
Somnolencia diurna    
ESE 5,2 ± 2,4 5,6 ± 3,5 0,6 
Los resultados muestran la media ± desviación estándar. TTS: Tiempo Total 
de Sueño. SOL: Sueño de Ondas Lentas. REM: Rapid Eye Movements (fase 
REM). VIS (%): Porcentaje de Vigilia Intra-Sueño. IA: Índice de Arousal. ESE: 
Escala de Somnolencia de Epworth. *valores de p significativos en los 
análisis post hoc.  
4.3. Diferencias de grupo en los marcadores en sangre periférica 
La Figura 10 muestra la media y el error estándar de la media para las concentraciones 
periféricas de Aβ, TAC y HCY en cada uno de los grupos evaluados. El MANCOVA mostró un 
efecto principal del grupo para los niveles de Aβ (F3,36 = 4,41; p = 0,01). Los análisis post hoc 
revelaron que los pacientes con DCLa presentaban concentraciones más elevadas de Aβ1-40 (p 
= 0,006) y Aβ1-42 (p = 0,002) que los controles, mientras que las diferencias observadas en la 
ratio Aβ1-42/Aβ1-40 al comparar controles (0,23 ± 0,38) y DCLa (0,12 ± 0,05) no alcanzaron la 
significación estadística (p = 0,19), debido probablemente a la excesiva variabilidad mostrada 
por el grupo control. 
 






















Figura 10. Diferencias de grupo en los marcadores en sangre periférica. Media y error estándar de 
la media para las determinaciones de Aβ, la capacidad antioxidante (TAC) y la homocisteína (HCY) en el 
grupo control y en los pacientes con DCLa. *indica que las diferencias de grupo fueron estadísticamente 
significativas (p < 0,05). 
Los niveles de TAC también difirieron significativamente entre controles y DCLa (p = 0,03), 
siendo éstos más elevados en controles. Por el contrario, las concentraciones de HCY no 
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos, a pesar de que el porcentaje de 
sujetos que presentaron valores clínicos de HCY > 14 µM/L fue prácticamente el doble en 
pacientes con DCLa (47,6%) que en controles (28,6%). 
4.4. Diferencias de grupo en los marcadores de neuroimagen 
El espesor cortical difirió significativamente al comparar los dos grupos (Figura 11). En 
concreto, los pacientes con DCLa mostraron una disminución de espesor cortical significativa 
en el precúneo del hemisferio derecho en comparación con los controles (pFWE < 0,0001; 
















Figura 11. Diferencias de grupo en el espesor cortical. Mapa 
estadístico paramétrico que muestra la región donde los pacientes con 
DCLa mostraron una disminución de espesor cortical respecto a los 
controles. 
En lo que respecta al volumen de SG cerebral, los pacientes con DCLa mostraron una 
reducción significativa del volumen del hipocampo derecho (pFWE = 0,002; coordenadas MNI del 
vóxel significativo: [33 -11 -15]), giro temporal medio izquierdo (pFWE  = 0,001; coordenadas 
MNI: [-54 -36 5]) y giro frontal inferior derecho (pFWE  = 0,001; coordenadas MNI: [32 23 27]). La 






















Figura 12. Diferencias de grupo en el volumen de SG cerebral. Mapas estadísticos paramétricos que 
muestran las regiones donde los pacientes con DCLa mostraron una reducción significativa del volumen 
de SG en comparación con los controles. 
4.5. Relación entre los parámetros de sueño y los marcadores en sangre periférica 
Los agregados de Aβ se han relacionado con alteraciones de la estructura del sueño en 
ratones transgénicos de EA (Roh et al., 2012). Con el objetivo de evaluar si esta relación se 
extiende a humanos utilizando marcadores de Aβ en sangre periférica, estudiamos la relación 
entre las concentraciones de Aβ (Aβ1-40, Aβ1-42, y la ratio Aβ1-42/Aβ1-40) y los cambios 
observados en la estructura del sueño en los DCLa. Los análisis de regresión lineal mostraron 
una correlación positiva entre la densidad de arousals en el SOL y las concentraciones de   
Aβ1-42 en los pacientes con DCLa (F3,20 = 3,8; p = 0,03; r = 0,57; p = 0,02), una vez eliminados 
los posibles efectos de la edad y el género. Tal como se ilustra en la Figura 13, esta relación 
no llegó a ser significativa en el grupo control. De hecho, al comparar los coeficientes de 
regresión de ambos grupos se observó que la fuerza de la asociación entre los niveles de 
fragmentación del SOL y las concentraciones de Aβ1-42 fue significativamente mayor en los 
DCLa que en los controles (Beta = -0,59; t = -2.1; p = 0,002). Ningún otro marcador de Aβ 















Figura 13. Relación entre la densidad de arousals en SOL y las 
concentraciones plasmáticas de Aβ1-42. Gráfico de dispersión que 
muestra las diferencias entre controles y pacientes con DCLa al 
comparar la relación entre el índice de arousals (IA) en SOL y las 
concentraciones plasmáticas de Aβ1-42. Nótese que esta relación solo fue 
significativa en el grupo con DCLa. 
Además observamos que tanto la duración total de sueño (R2 = 0,5; F2,18 = 8,9; p = 0,002) 
como la eficiencia de sueño (R2 = 0,4; F2,18 = 6,1; p = 0,01) estaban relacionados con la TAC en 
los pacientes con DCLa. A pesar que esta relación no alcanzó la significación en el grupo 
control, no se detectaron diferencias significativas al comparar los coeficientes de regresión 
entre ambos grupos.  
Por otra parte, se evaluó si las concentraciones periféricas de HCY estaban relacionadas con 
los cambios en los parámetros de sueño en cada grupo. Los resultados mostraron que cuanto 
más elevadas eran las concentraciones de HCY menor era la duración del sueño (R2 = 0,56; 
F2,18 = 11,3; p = 0,001) y la eficiencia de sueño (R2 = 0,5; F2,18 = 7,4; p = 0,005) en los pacientes 
con DCLa. Como ocurriera con la TAC, no se apreciaron diferencias significativas al comparar 
los coeficientes de regresión arrojados por los dos grupos, aún cuando dicha relación no 

































Figura 14. Relación entre parámetros de sueño, concentraciones de HCY y TAC. Los gráficos de 
dispersión muestran la relación existente entre los residuos de los parámetros de sueño (tiempo total del 
sueño y eficiencia de sueño) y los residuos de los niveles de HCY y TAC tras eliminar los efectos de la 
edad y el género en cada grupo. La relación entre las concentraciones de HCY y TAC se muestra en el 
panel inferior. Nótese que ninguna de las relaciones presentadas alcanzó la significación estadística en 
el grupo control. En cada gráfica aparece el coeficiente de regresión (R2) y el valor de probabilidad (valor 







Los niveles de HCY también estuvieron estrechamente relacionados con la TAC en los 
pacientes con DCLa (R2 = 0,31; F2,18 = 4,0; p = 0,037). En esta ocasión, sí se encontraron 
diferencias significativas al comparar los coeficientes de regresión entre ambos grupos (F2,18 = 
4,5; p = 0,005; Beta = -1,1; t = -2,3; p = 0,026). La Figura 14 muestra los gráficos de dispersión 
con las diferentes relaciones encontradas entre los parámetros de sueño y los niveles de HCY 
y la TAC en cada grupo. 
4.6. Relación entre los cambios en la estructura del sueño y los marcadores de 
neuroimagen 
A continuación se evaluaron si las alteraciones del sueño mostradas por los pacientes con 
DCLa estaban asociadas a patrones regionales de disminución de espesor cortical. Los análisis 
de regresión mostraron una relación significativa entre la disminución del sueño REM en los 
DCLa y la reducción de espesor en la corteza cingulada posterior (pFWE = 3*10−5) y en el 
precúneo del hemisferio izquierdo (pFWE = 4*10−4), así como en el giro postcentral a nivel 
bilateral (izquierdo: pFWE = 2*10−4; derecho: pFWE = 9*10−7). Dichas relaciones no se observaron 
en el grupo control. La información sobre los resultados de este contraste está contenida en la 
Tabla 3. La Figura 15 muestra las regiones corticales en las que el espesor correlacionó con la 
disminución de sueño REM en los pacientes con DCLa. 
 
Tabla 3. Correlaciones entre el porcentaje de sueño REM y el espesor 
cortical en pacientes con DCLa. 
Región cortical 
TC 
(mm2) t r pFWE 
Giro postcentral derecho (BA3) 420 4,3 0,56 9*10-7 
Giro postcentral izquierdo (BA3) 176 3,7 0,56 2*10-4 
Precúneo izquierdo (BA7) 133 4,1 0,54 4*10-4 
Cingulado posterior izquierdo (BA23)  76 5 0,60 3*10-5 
BA: área de Brodmann; TC: tamaño de clúster en mm2; t: valor del estadístico t 
para cada clúster; r: coeficiente de Pearson; pFWE: valor de p corregida para cada 
clúster.



























Figura 15. Relación entre el porcentaje de sueño REM y los cambios de espesor cortical en 
pacientes con DCLa. A. Mapas estadísticos paramétricos que muestran las regiones donde la 
disminución de espesor cortical correlacionó con la disminución del porcentaje de sueño REM en los 
pacientes con DCLa (pFWE < 0,05; clúster > 90 vértices). HD: hemisferio derecho. HI: hemisferio 
izquierdo. B. Localización de los clústers significativos sobre superficies corticales aplanadas derivadas 
de mapas citoarquitectónicos de las regiones afectadas. Abreviaturas de la corteza somatosensorial 
primaria (Greyer et al., 1999): A1, A2, A3a, A3b: Área 1, Área 2, Área 3a, Área 3b de la corteza 
somatosensorial primaria; SC: surco central; SInP: surco intraparietal; In: ínsula. Abreviaturas del lóbulo 
parietal superior (Scheperjans et al., 2008): LCP: lóbulo paracentral posterior; SCi: surco del cingulado; 
PrC: precúneo; CPD: cingulado postdorsal; CPV: cingulado postventral; SSuP: surco subparietal; SC: 














Las correlaciones mencionadas anteriormente desaparecieron en gran medida tras introducir 
los niveles de Aβ1-40 y Aβ1-42 en el modelo lineal general. Para determinar si este resultado fue 
producto de una disminución en la potencia estadística, se restringieron los análisis a las 
regiones en las que el sueño REM mostró correlaciones significativas con el espesor cortical. 
La mayoría de las correlaciones sobrevivieron a este análisis, excepto para los realizados en el 
precúneo. Las áreas en las que se observaron correlaciones significativas fueron más 
reducidas, 27 mm2 en el cingulado posterior y giro postcentral izquierdo tras incluir las 
concentraciones de Aβ1-40 como covariable (r = 0,68; p = 5*10−5), 54 mm2 en el cingulado 
posterior izquierdo (r = 0,67; p = 8*10−5) y 85 mm2 en el caso del giro postcentral izquierdo tras 
incluir las concentraciones de Aβ1-42 como covariable (r = 0,48; p = 0,002). Parece, por tanto, 
que las concentraciones plasmáticas de Aβ explicaron en gran medida la relación existente 
entre el sueño REM y la pérdida de espesor cortical en el precúneo de los pacientes con DCLa, 
mientras que su contribución a las diferencias encontradas en el caso del cingulado posterior y 
giro postcentral izquierdo fue escasa. No se observó una relación significativa entre la densidad 
de arousals en SOL y el espesor cortical ni en controles ni en pacientes con DCLa. Este hecho 
fue independiente de que los niveles plasmáticos de Aβ se incluyeran o no como covariable en 
el modelo estadístico. Así como tampoco se encontraron relaciones entre los parámetros de 
sueño y el volumen de SG cerebral. 
4.7. Relación entre los marcadores en sangre periférica y los marcadores de 
neuroimagen 
En un siguiente paso, investigamos si los cambios en las concentraciones plasmáticas de Aβ 
correlacionaban con variaciones en el espesor de la corteza en cada grupo. Estos análisis 
mostraron que los niveles de Aβ no estaban relacionados con los cambios de espesor cortical 
en los controles. Sin embargo, el incremento de las concentraciones de Aβ1-40 correlacionó con 
la disminución de espesor cortical del cingulado posterior a nivel bilateral (izquierdo: pFWE =   
10-5; derecho: pFWE = 4*10-5) en los pacientes con DCLa. Estos resultados, ilustrados en la 
Figura 16, se mantuvieron tras incluir como covariable el IA en SOL (izquierdo: pFWE = 6*10-5;




derecho: pFWE = 9*10-5) pero desaparecieron al incluir el sueño REM como covariable. En 
principio, este resultado es el que cabría esperar en función de los hallazgos comentados en el 
apartado anterior, dado que tanto los niveles de Aβ1-40 como el porcentaje de sueño REM 
correlacionaron con la pérdida de espesor cortical en el cingulado posterior izquierdo. Sin 
embargo, en la Figura 15 puede observarse que las áreas afectadas dentro de dicha región 
fueron ligeramente diferentes en cada caso. La correlación con el sueño REM fue más evidente 
en BA23 (Tabla 3), mientras que la correlación con los niveles de Aβ1-40 lo fue en BA31 (Tabla 
4). Cuando los análisis de regresión se limitaron a estas regiones en particular, y se incluyó 
como covariable el porcentaje de sueño REM o las concentraciones plasmáticas de Aβ1-40, la 
correlación continuó siendo significativa, aunque los resultados se restringieron a regiones más 
pequeñas (REM como covariable: 41 mm2; R = 0,55; pFWE = 5*10-3; Aβ1-40 como covariable: 27 
mm2; R = 0,68; pFWE = 5*10-6). 
Por otra parte, los análisis de regresión revelaron una correlación significativa entre el 
incremento de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 y la disminución de espesor de la 
corteza entorrinal derecha (pFWE = 3*10-5) en pacientes con DCLa (Figura 16). Esta relación se 
mantuvo intacta tras introducir en el modelo el IA en SOL como covariable, pero desapareció 
cuando se introdujo el sueño REM como covariable. Este último resultado fue inesperado dada 
la ausencia de relación entre el porcentaje de sueño REM y las concentraciones plasmáticas 
de Aβ1-42, o entre el sueño REM y el espesor de la corteza entorrinal derecha. Para entender 
mejor este resultado se repitió el mismo análisis restringiéndolo a esta región. Estos análisis 
volvieron a confirmar la ausencia de relación entre las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 y 
la disminución de espesor cortical cuando el sueño REM se incluyó como covariable, por lo que 
la duración del sueño REM parece ser un moderador de esta relación. La Tabla 4 incluye 
información sobre los resultados de los análisis de regresión entre las concentraciones 








Figura 16. Relación entre las concentraciones plasmáticas de Aβ y los cambios de espesor 
cortical en pacientes con DCLa. A. Mapas estadísticos paramétricos que muestran las regiones donde 
las relaciones existentes entre el aumento de Aβ1-40 o Aβ1-42 y la pérdida de espesor cortical fueron 
significativas en los DCLa (pFWE < 0,05; clúster > 90 vértices). HI: hemisferio izquierdo. HD: hemisferio 
derecho. B. Localización de los clústers significativos en superficies corticales aplanadas derivadas de 
mapas citoarquitectónicos humanos de las regiones afectadas. Abreviaturas para el lóbulo parietal 
superior (Scheperjans et al., 2008): LCP: lóbulo paracentral posterior; SCi: surco del cíngulo; PrC: 
precúneo; CPD: cingulado postdorsal; CPV: cíngulo postventral; SSup: surco subparietal; SC: surco 
central; SPO: surco parietooccipital. Abreviaturas para la corteza entorrinal (McDonald et al., 2000): CE: 
corteza entorrinal; CPH: corteza parahipocampal; GF: giro fusiforme; CTi: corteza temporal inferior; GL: 








Tabla 4. Correlaciones entre las concentraciones plasmáticas de Aβ y los 
cambios de espesor cortical en pacientes con DCLa. 
Región cortical 
TC 
(mm2) t r pFWE 
Aβ1-40     
Cingulado posterior izquierdo (BA31) 144 5,5 0,66 10-5 
Cingulado posterior derecho (BA31) 58 4,9 0,61 4*10-5 
Aβ1-42     
Corteza entorrinal derecha (BA28) 282 5,0 0,62 3*10-5 
BA: área de Brodmann; TC: tamaño del clúster en mm2; t: valor del estadístico t 
para cada clúster; r: coeficiente de Pearson; pFWE: valor de p corregida para cada 
clúster. 
 
Por último, se investigó si los niveles de TAC y HCY estaban relacionados con los cambios de 
volumen de la SG cerebral. Los análisis de regresión revelaron una correlación positiva entre 
los niveles de TAC y el volumen del lóbulo temporal medio izquierdo en los pacientes con 
DCLa (pFWE = 0,002; coordenadas MNI del vóxel más representativo: [-60 -57 9]). Estos 
resultados se ilustran en la Figura 17A. La disminución de volumen en esta región se asoció 
además con el aumento de los niveles de HCY en los DCLa (pFWE = 0,014; coordenadas MNI:  
[-53 -54 6]), pero no en los controles. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas 
al comparar los coeficientes de regresión entre ambos grupos. Las gráficas de dispersión para 











Figura 17. Relación entre las concentraciones de HCY y la TAC con el volumen de SG cerebral. A. 
Mapa estadístico paramétrico que muestra la región donde hubo correlaciones positivas entre las 
concentraciones de TAC/HCY y el volumen de sustancia gris (SG) (pFWE < 0,05) en el grupo con DCLa. A 
la derecha se muestran los gráficos de dispersión que muestran la relación entre los residuos de la TAC 
(B) y las concentraciones de HCY (C) con los residuos de la SG. En ambos casos se incluyen los 
coeficientes de regresión (R2) y el valor de probabilidad (valor de p) para cada grupo. 
4.8. Papel mediador del sueño 
Una vez caracterizada la relación entre HCY, TAC y sueño en los DCLa, se evaluó si el sueño 
podría actuar como mediador de la relación HCY-TAC. Los efectos conjuntos e indirectos 
derivados de los modelos de mediación simple señalaron que esta relación ocurría 
exclusivamente en los pacientes con DCLa. Más específicamente, observamos que el 
incremento de los niveles de HCY en el grupo con DCLa, pero no en el grupo control, se 
acompañó de una disminución de la duración total del sueño y de la eficiencia de sueño, lo que 
a su vez conllevó una disminución de la TAC (Figura 18, paneles A-B). Muy al contrario, la 
HCY no jugó ningún papel mediador sobre la relación existente entre el sueño y la TAC, como 








Figura 18. Efectos de mediación simple y múltiple. Coeficientes de regresión no estandarizados (error 
estándar) para la relación entre HCY y TAC mediada por el tiempo total de sueño (A) o por la eficiencia 
de sueño (B) en los pacientes con DCLa. C. Coeficientes de regresión no estandarizados (error 
estándar) para la relación entre HCY y la disminución de sustancia gris (SG) mediada por la relación 
serial entre el tiempo total de sueño/eficiencia del sueño y la TAC en los pacientes con DCLa. Nótese 
que para cada modelo también se incluyen los efectos directos totales (c), los mismos efectos tras 
controlar la influencia del tiempo total de sueño o de la eficiencia de sueño y de la TAC (c’), y los 
coeficientes de regresión estandarizados para lo efectos indirectos de dos pautas (β1*β2) y tres pautas 
(β1*β3*β5) junto con el 95% de intervalo de confianza. Los coeficientes mostrados en la parte superior 
de cada flecha se refieren al tiempo total de sueño (TTS) como mediador, mientras que los coeficientes 
mostrados en la parte inferior hacen referencia a la eficiencia de sueño (ES) como variable mediadora. *p 









Dado que los resultados confirmaron que tanto el incremento de HCY como la disminución de 
la TAC estaban relacionados con una disminución de volumen del lóbulo temporal medial 
izquierdo en los pacientes con DCLa, se decidió evaluar el efecto de mediación serial que se 
muestra en la Figura 18C. Los resultados obtenidos a partir de este modelo mostraron que 
tanto los efectos relacionados con cada una de las pautas como el efecto indirecto triple fueron 
significativos tanto para el tiempo total de sueño como para la eficiencia de sueño en los DCLa. 
Esta compleja relación serial sugiere que el incremento de los niveles de HCY contribuye a 
reducir el tiempo total de sueño y la eficiencia de sueño, lo que a su vez podría provocar una 
disminución de la TAC que, en última instancia, podría desembocar en un daño neuronal 
reflejado en la disminución de volumen de SG en los pacientes con DCLa. El efecto de 
mediación dejó de ser significativo cuando se invirtió la dirección de la relación de causalidad 
dentro del modelo (HCY è TAC è sueño è volumen de SG) o cuando se intercambió la 




















































































































































Las alteraciones de los ritmos circadianos en general y del sueño en particular afectan a una 
amplia variedad de procesos moleculares, celulares y fisiológicos que facilitan la aparición de 
trastornos neurológicos y psiquiátricos en las últimas etapas de la vida (Steiger et al., 2013; 
Clark & Vissel, 2014; Landgraf et al., 2014; Lucey & Bateman, 2014; Shan et al., 2015; 
Hurtado-Alvarado et al., 2016). Dada la modulación circadiana de la expresión del Aβ cerebral 
(Bateman et al., 2006; Huang et al., 2012) y la elevada prevalencia de los trastornos del sueño 
en la EA (Loewenstein et al., 1982; Prinz et al., 1982; Vitiello et al., 1990; Petit et al., 1993; Moe 
et al., 1995; Vitiello & Borson, 2001; Bombois et al., 2010), se ha barajado la idea de que 
dichas alteraciones pudieran exacerbar la patología subyacente y facilitar así la progresión de 
la EA (Gerstner et al., 2012; Ju et al., 2014; Lucey & Bateman, 2014).  
Esta hipótesis viene avalada por estudios que sugieren por un lado, que la privación de sueño 
en modelos animales dificulta la eliminación (Xie et al., 2013) y el metabolismo del Aβ cerebral 
(Roh et al., 2012; Ooms et al., 2014; Tabuchi et al., 2015), además de incrementar los niveles 
de estrés oxidativo (D'Almeida et al., 1998; Silva et al., 2004; Singh et al., 2008; Mathangi et al., 
2012; Villafuerte et al., 2015) y, por otro, que las relaciones entre las alteraciones del sueño y la 
agregación del Aβ cerebral son recíprocas (Ju et al., 2014; Kang et al., 2015; Musiek et al., 
2015; Roh et al., 2015). Todo ello no hace sino fortalecer un círculo vicioso que se traduce en 
mayores concentraciones de Aβ cerebral, con el consiguiente daño sináptico y muerte 
neuronal. Los hallazgos del presente estudio fueron consistentes con esta idea, al mostrar en 
pacientes con DCLa que la fragmentación del SOL se acompaña de un incremento en las 
concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 que a su vez correlaciona con una reducción del 
espesor de la corteza entorrinal (Sánchez-Espinosa et al., 2014; Anexo I), región afectada en la 
EA desde estadios muy tempranos (Gómez-Isla et al., 1996). 
Por otra parte, el presente trabajo reveló que la disminución del sueño REM en los pacientes 
con DCLa está relacionada con una reducción de espesor cortical en otras regiones igualmente 






2014; Anexo I), mientras que aspectos más relacionados con la calidad del sueño, como su 
duración y eficiencia, actúan como mediadores de la relación existente entre la HCY y la TAC 
(Sánchez-Espinosa et al., en revisión; Anexo II). En conjunto, estos resultados sugieren que las 
características del sueño de los pacientes con DCLa podrían afectar a la integridad cerebral por 
diferentes vías, algunas más directas y otras más indirectas, modulando la influencia que 
ejercen otros factores relacionados con la patofisiología de la enfermedad. 
Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que ha relacionado patrones objetivos de 
sueño con niveles de HCY y TAC en el contexto de la EA. Estudios previos han mostrado que 
los pacientes con DCL/EA presentan niveles elevados de HCY y una disminución de la TAC 
(Guidi et al., 2006), y que tanto el incremento de los niveles de HCY (Ho et al., 2001; Jara-
Prado et al., 2003; Streck et al., 2003; Koz et al., 2010) como la privación de sueño en modelos 
animales (D'Almeida et al., 1998; Silva et al., 2004; Singh et al., 2008; Mathangi et al., 2012; 
Villafuerte et al., 2015) agravan el daño oxidativo cerebral. Los resultados del presente trabajo 
supusieron un paso adicional al mostrar que la disminución de la calidad de sueño en pacientes 
con DCLa, manifestada en una reducción de la duración y la eficiencia del mismo, en 
combinación con el descenso de las defensas antioxidantes, actúan como mediadores 
secuenciales de la relación existente entre la HCY y la disminución del volumen de SG de 
regiones en el lóbulo temporal. Un aspecto a resaltar, por su aplicación en fases asintomáticas, 
es que estas relaciones aparecieron aún cuando los pacientes no presentaron de media 
valores clínicos de HCY ni alteraciones significativas en la calidad del sueño con respecto a los 
controles (Sánchez-Espinosa et al., en revisión; Anexo II). 
De confirmarse estos hallazgos con muestras más amplias, se debería evaluar si las 
intervenciones dirigidas a mejorar la calidad del sueño y/o a reducir los niveles de HCY y el 
daño oxidativo son capaces de modificar las trayectorias patológicas de envejecimiento en 
personas mayores asintomáticas en riesgo de desarrollar EA. Dada la naturaleza modificable 
de estos factores, esta estrategia podría disminuir sensiblemente la prevalencia de la EA, con 
el consiguiente impacto sobre la calidad de vida de las personas mayores y la reducción del 





5.1. Los pacientes con DCLa presentan niveles elevados de Aβ plasmático  
Los resultados derivados del presente estudio mostraron que las concentraciones plasmáticas 
de Aβ1-40 y Aβ1-42 están elevadas en los pacientes con DCLa, aspecto que ya había sido 
observado en otros estudios al compararlos con los controles (Assini et al., 2004; Sobów et al., 
2005) y con los enfermos de Alzheimer (Mheta et al., 2000; Sobów et al., 2005). De hecho, los 
pacientes con EA familiar (Scheuner et al., 1996; Ringman et al., 2008), los individuos que 
tienen familiares directos con EA esporádica (Ertekin-Taner et al., 2008) e incluso los pacientes 
con síndrome de Down (Schupf et al., 2007) también presentan concentraciones elevadas de 
Aβ1-42 en plasma que, sin embargo, disminuyen conforme la enfermedad progresa. Aun así, los 
resultados no siempre son consistentes (Tamakoa et al., 1996; Vanderstichele et al., 2000; 
Fukumoto et al., 2003; Pesaresi et al., 2006; Lui et al., 2010), lo cual podría deberse a la 
influencia de determinados factores endógenos y ambientales sobre el metabolismo del Aβ 
(Blasko et al., 2005; Burgess et al., 2006; Cao et al., 2009; Kang et al., 2009). En cualquiera de 
los casos, evidencias muy diversas apuntan a que existe una relación entre los niveles 
circulantes de Aβ y la EA.  
La mayoría de las propuestas realizadas hasta la fecha sugieren que la acumulación cerebral 
de Aβ es probablemente la manifestación patológica más incipiente de la EA (Jack et al., 2010; 
Sperling et al., 2013; Dubois et al., 2014). Esto ha impulsado la realización de estudios para 
determinar cómo progresa la acumulación del Aβ cerebral desde las fases preclínicas y cómo 
dicha evolución se relaciona con otros biomarcadores de la enfermedad. Los resultados 
derivados de estudios post mortem indican que en las fases prodrómicas, los agregados de Aβ 
están presentes en estructuras del lóbulo temporal medial que son claves para la memoria, 
como la corteza entorrinal (Mufson et al., 1999), el hipocampo y la amígdala (Haroutunian et al., 
1998). Los estudios in vivo realizados con PET de Aβ confirman estos resultados, mostrando 
una mayor carga de Aβ en regiones de la corteza temporal y del cingulado posterior, sobre todo 
en los DCL que progresan a EA (Koivunen et al., 2011). Un hecho evidente, tanto en las fases 
preclínicas como prodrómica, es que el daño neuronal que sufren estas estructuras cerebrales 
(Whitwell et al., 2013) y su impacto sobre la cognición (Tateno et al., 2015) viene determinado





por la presencia de niveles clínicos de Aβ cerebral. No es de extrañar, por tanto, que la tasa 
anual de cambio en la carga de Aβ cerebral sea un excelente predictor de la progresión a EA 
en pacientes con DCL (Hatashita & Wakebe, 2017).  
Aunque los marcadores de amiloidosis basados en neuroimagen, LCE y plasma podrían 
mostrar un curso temporal diferente (Palmqvist et al., 2016), las evidencias indican que los 
resultados derivados del PET de Aβ están relacionados con los obtenidos a partir del LCE y del 
plasma. En concreto, se ha observado que cuanto mayor es la carga de Aβ cerebral en PET 
menores son las concentraciones de Aβ en LCE (Forsberg et al., 2008; 2010; Zwan et al., 
2014; 2015), dos medidas que correlacionan con el deterioro de la memoria episódica tanto en 
pacientes con DCL (Forsberg et al., 2008; 2010) como en individuos asintomáticos (Pike et al., 
2007; Darby et al., 2011; Doré et al., 2013). Sin embargo, el aspecto más relevante para 
nuestro estudio es la relación encontrada entre los marcadores plasmáticos de Aβ y la carga de 
Aβ cerebral manifestada por la retención de PET-PiB (Park et al., 2017). En este punto, merece 
la pena resaltar que si bien las concentraciones plasmáticas de Aβ en la línea base no son 
capaces de predecir la progresión de la enfermedad, el incremento progresivo de estos 
marcadores periféricos sí permite distinguir entre personas que permanecen estables, controles 
que convierten a DCL, y controles que convierten a EA (Blasko et al., 2008).  
Si bien todas estas evidencias sugieren que el incremento de Aβ plasmático mostrado por los 
DCLa podría ser un reflejo de la amiloidosis cerebral subyacente, la prueba más evidente es la 
relación observada entre el incremento de las concentraciones de Aβ plasmático y la 
disminución de espesor cortical en regiones afectadas por la EA, así como su relación con las 
alteraciones del sueño, las cuales explican a su vez parte de la atrofia cortical observada en 
estos pacientes (Sánchez-Espinosa et al., 2014; Anexo I). Todos estos aspectos se discutirán 







5.2. El incremento de las concentraciones plasmáticas de Aβ está asociado a 
disminuciones del espesor cortical en pacientes con DCLa 
El presente estudio reveló que el aumento de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-40 y Aβ1-42 
observado en pacientes con DCLa está asociado a una disminución del espesor cortical en el 
cingulado posterior y en la corteza entorrinal, respectivamente (Sánchez-Espinosa et al., 2014; 
Anexo I); dos estructuras profundamente afectadas desde la fase prodrómica de la EA (Jessen 
et al., 2006; Choo et al., 2010; Guo et al., 2016). Hasta nuestro conocimiento, solo un estudio 
ha evaluado anteriormente la relación entre las concentraciones plasmáticas de Aβ y los 
cambios en la estructura cerebral en pacientes con DCL, aunque los resultados fueron 
contrarios a los nuestros. Es decir, cuanto menores fueron las concentraciones plasmáticas de 
Aβ1-42 mayor fue la reducción del volumen del hipocampo (Poljak et al., 2016). 
Las diferencias entre ambos estudios podrían deberse, entre otros factores, a los cambios que 
sufren las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 con la progresión de la enfermedad. Estudios 
realizados en modelos experimentales de amiloidosis (Kawarabayashi et al., 2001; Izco et al., 
2014) y en humanos (Fukumoto et al., 2003; Mayeux et al., 2003; López et al., 2008) han 
mostrado que los niveles plasmáticos de Aβ están incrementados al comienzo de la 
enfermedad pero disminuyen conforme aumentan los agregados de Aβ cerebral. Por ejemplo, 
en el estudio de Schupf y colaboradores (2008), los niveles elevados de Aβ1-42 en la línea base 
triplicaron el riesgo de desarrollar la EA, mientras que la conversión se acompañó de una 
disminución en dichas concentraciones. En línea con estos resultados, Blasko et al. (2008) 
observaron que el incremento progresivo de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 durante 
un periodo de 2 años y medio fue capaz de distinguir a los controles que permanecían estables 
de aquellos que desarrollaron DCL o EA, siendo menores los incrementos de Aβ1-42 en los DCL 
que convirtieron a EA.  
Teniendo en cuenta la variabilidad de resultados en relación con las concentraciones de Aβ 
plasmático y la heterogeneidad intrínseca al concepto de DCL, existe la posibilidad de que los 
pacientes de nuestro estudio y los utilizados por Poljak et al. (2016) se encontraran en 
diferentes fases del continuum envejecimiento-EA. De hecho, hace unos años se introdujo la






distinción entre DCL temprano y tardío basado en la severidad del recuerdo demorado (Aisen 
et al., 2010). Esta interpretación se ve también respaldada por estudios conducidos en 
personas mayores no dementes. En uno de estos estudios se encontró que las personas 
mayores sanas que mostraban niveles más altos de Aβ1-42 (utilizando la mediana como punto 
de corte) también presentaban una mayor reducción del espesor cortical del polo temporal 
derecho (Lladó-Saz et al., 2015). Si a esto se añadía la presencia de quejas subjetivas de 
memoria, el incremento de Aβ1-42 se acompañaba de una reducción del volumen del giro 
dentado (Cantero et al., 2016), uno de los nichos de neurogénesis más importantes en 
humanos (Eriksson et al., 1998). 
Al igual que en el presente estudio, otros trabajos han puesto de manifiesto la relación 
existente entre el incremento de los niveles plasmáticos de Aβ1-40 y las atrofias de la corteza 
cerebral. Por ejemplo, en el estudio de Lladó-Saz et al. (2015), realizado en personas mayores 
normales, aquellos que presentaron niveles más altos de Aβ1-40 también mostraron una 
disminución del espesor cortical en regiones prefrontales. En esta dirección, otro estudio 
reciente ha mostrado que el incremento de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-40 y la 
disminución de la ratio Aβ1-42/Aβ1-40 están significativamente relacionadas con cambios de 
volumen del hipocampo en la línea base y con una progresión más rápida de la atrofia cerebral 
en los cuatro años siguientes (Kaffashian et al., 2015). Parece, por tanto, que las 
concentraciones plasmáticas de diferentes péptidos de Aβ podrían estar relacionadas con 
diferentes cambios cerebrales en función del fenotipo cognitivo que presenten los individuos, 
aunque se desconoce si estos aspectos están de alguna manera relacionados con la patología 
de la EA. Así, por ejemplo, en un estudio en el que se determinaron las concentraciones 
plasmáticas de Aβ, se observó que el incremento del Aβ1-40 guardaba una estrecha relación con 
la disminución del volumen del hipocampo izquierdo, independientemente de que los individuos 
fueran controles o pacientes con DCL/EA (Sotolongo-Grau et al., 2014). Este resultado 
respalda la hipótesis de que la asociación entre los niveles plasmáticos de Aβ1-40 y el volumen 
del hipocampo podría estar relacionada con procesos de envejecimiento más que con el 





que las concentraciones de los diferentes péptidos de Aβ en sangre periférica tienen un 
significado biológico que podría estar relacionado con procesos de vulnerabilidad y/o fragilidad 
durante el envejecimiento, en el caso del Aβ1-40, y/o con el curso de la patofisiología de la EA, 
en el caso del Aβ1-42. De confirmarse esta hipótesis, las correlaciones entre los niveles 
plasmáticos de Aβ1-42 y la reducción de espesor de la corteza entorrinal observada en los 
pacientes con DCLa del presente estudio podrían estar reflejando procesos subyacentes a la 
patología de la EA. 
5.3. El incremento de los niveles plasmáticos de Aβ está asociado a alteraciones del 
sueño en pacientes con DCLa  
Evidencias recientes sugieren que las fases prodrómicas de la EA cursan con alteraciones de 
la estructura del sueño (Hita-Yáñez et al., 2012; Westerberg et al., 2012), y que dichas 
alteraciones podrían estar relacionadas con la patología amiloidea que caracteriza a la EA, 
aspecto que ha sido puesto de manifiesto en roedores (Kang et al., 2009; Roh et al., 2012) y 
humanos (Ju et al., 2013; Spira et al., 2013; Ooms et al., 2014; Sprecher et al., 2015; Branger 
et al., 2016). Sin embargo, el presente estudio es el primero en demostrar que los niveles de 
fragmentación del SOL que sufren los pacientes con DCLa se asocian a incrementos en las 
concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 (Sánchez-Espinosa et al., 2014; Anexo I).  
Al tratarse de un estudio correlacional no es posible determinar si son las concentraciones de 
Aβ las que causan las alteraciones del sueño o vice versa. Estudios previos respaldan ambas 
posibilidades. Por ejemplo, experimentos realizados con modelos murinos han mostrado que la 
privación crónica de sueño incrementa hasta un 25% los niveles cerebrales de Aβ soluble 
(Kang et al., 2009), mientras que otros trabajos han revelado que la aparición de los primeros 
agregados de Aβ en ratones APP-PS1 se acompañan de un incremento de la vigilia durante los 
periodos de sueño y de una disminución del SOL y de la fase REM (Roh et al., 2012). Si 
consideramos que la aparición de los agregados de Aβ ocurre en estadios más avanzados de 
la EA coincidiendo con la disminución de las concentraciones plasmáticas de Aβ1-42 (Izco et al.,





2014), cabría hipotetizar que la relación encontrada en el presente estudio podría estar más 
relacionada con los niveles cerebrales de Aβ soluble. En línea con esta idea, y teniendo en 
cuenta las variaciones circadianas a las que está sometido el patrón de expresión de Aβ (Kang 
et al., 2009), se ha especulado con la posibilidad de que dichas alteraciones del sueño puedan 
promover la acumulación cerebral de los péptidos más neurotóxicos de Aβ, facilitando así la 
progresión de la enfermedad (Roh et al., 2012). Trabajos realizados con Drosophila han 
confirmado igualmente el impacto del sueño sobre el metabolismo del Aβ (Dissel et al., 2015; 
Tabuchi et al., 2015; Gerstner et al., 2016), mostrando que la reducción experimental del 
tiempo de quietud motora (equiparable a la privación de sueño en mamíferos) incrementa la 
acumulación del Aβ y los niveles de excitabilidad neuronal, activando un mecanismo de 
retroalimentación positiva que facilita la progresión de la EA (Tabuchi et al., 2015).  
Este amplio conjunto de evidencias apunta a que la fragmentación del sueño, causada por un 
incremento de arousals y/o por una mayor frecuencia de despertares, podría potenciar la 
expresión de Aβ y, mediante disfunciones en los mecanismos de aclaramiento y agregación, 
alterar la homeostasis entre los niveles de Aβ cerebral y el de sangre periférica. Esta hipótesis 
está respaldada por estudios que muestran que las personas con peor calidad de sueño, ya 
sea por problemas respiratorios (Yaffe et al., 2011), alteraciones del ciclo circadiano (Tranah et 
al., 2011), insomnio (Osorio et al., 2011), disminución del tiempo total de sueño (Hahn et al., 
2014) o sueño excesivamente superficial (Lim et al., 2013), presentan un riesgo más elevado 
de padecer DCL/EA. De hecho, trabajos realizados en modelos experimentales y humanos han 
revelado que la privación crónica de sueño promueve la acumulación cerebral de Aβ y tau 
(Kang et al., 2009; Di Meco et al., 2014; Ooms et al., 2014), lo que a su vez conlleva un 
incremento de los niveles de estrés oxidativo (D'Almeida et al., 1998; Silva et al., 2004; Singh et 
al., 2008; Mathangi et al., 2012; Villafuerte et al., 2015) y disfunciones en la función de la BHE 
(Gómez-González et al., 2013; He et al., 2014; Hurtado-Alvarado et al., 2016), alteraciones 






Estudios recientes han mostrado que el aclaramiento del Aβ ocurre de manera más efectiva 
mientras dormimos, aspecto que podría estar facilitado por el incremento de la actividad del 
sistema glinfático durante el sueño (Xie et al., 2013). Este sistema permite al LCE desplazarse 
rápidamente por todo el cerebro con el objetivo de eliminar metabolitos y/o sustancias de 
desecho generadas durante la vigilia. De manera general, el LCE subaracnoideo se introduce 
en los espacios de Virchow-Robin para luego ser transportado al parénquima cerebral 
mediante canales glíales de agua denominados aquaporinas (AQP4). Una vez allí, el LCE 
arrastra el fluido intersticial hacia los espacios que rodean las venas principales y de allí salen 
del cerebro hacia el sistema linfático cervical (Jessen et al., 2015). El volumen del sistema 
intersticial del cerebro incrementa alrededor del 60% durante el sueño, facilitando la circulación 
del fluido intersticial y, por ende, las posibilidades de aclaramiento del Aβ y de otros productos 
tóxicos y/o de desecho (Xie et al., 2013). Experimentos con ratones a los que se les eliminaron 
los canales de AQP4, mostraron que el aclaramiento del Aβ se reducía hasta en un 65% (Iliff et 
al., 2012). Por lo tanto, es posible que el incremento de la fragmentación del SOL que 
presentaron los pacientes con DCL/EA esté alterando la funcionalidad del sistema glinfático, 
promoviendo la acumulación y posterior agregación del Aβ cerebral.  
Las alteraciones del sueño observadas en el DCL/EA podrían también ser el resultado de una 
hiperactivación del sistema orexinérgico (Liguori et al., 2014; Roh et al., 2014; Unit et al., 2014). 
Las orexinas son neuropéptidos sintetizados en el hipotálamo lateral y posterior (de Lecea et 
al., 1998; Sakurai et al., 1998) que además de modular funciones como la actividad locomotora, 
alimentación y conductas de motivación y de respuesta ante el estrés, participan activamente 
en el mantenimiento de la vigilia (Peyron et al., 1998; Saper et al., 2005). Estudios realizados 
en ratones transgénicos (Mäkelä et al., 2010) y en pacientes con EA (Liguori et al., 2016) han 
mostrado que el aumento de las concentraciones de orexina en LCE correlaciona con la 
reducción del sueño REM y con la fragmentación del SOL, las típicas alteraciones del sueño 
descritas en la fase prodrómica de la EA (Hita-Yáñez et al., 2012). Como se ha expuesto 
anteriormente, la privación de sueño no solo incrementa los niveles de orexina (Pedrazzoli et 
al., 2004) sino que también modula la dinámica fisiológica de los péptidos solubles de Aβ (Kang





et al., 2009). Por otra parte, hay evidencias de que los niveles de orexina correlacionan con 
incrementos de las concentraciones de tau (Deuschle et al., 2014) y de Aβ1-42 (Slats et al., 
2012) en LCE de pacientes con EA. Además, estudios post mortem en pacientes con EA han 
revelado reducciones de hasta un 40% del número de neuronas productoras de orexina en 
regiones del hipotálamo (Fronczek et al., 2012), resultado que contribuiría a explicar las 
alteraciones del ritmo vigilia-sueño que caracterizan a estos pacientes. 
Al contrario de lo que ocurrió con la disminución del sueño REM, que discutiremos en el 
siguiente apartado, la fragmentación del SOL no guardó relación alguna con los cambios de 
espesor cortical en los pacientes con DCLa. Sin embargo, los incrementos de Aβ1-42 en plasma 
correlacionaron con las disminuciones del espesor de la corteza entorrinal. Por lo tanto, se 
concluye que la fragmentación del SOL, aunque no tenga un impacto directo sobre la integridad 
de la corteza entorrinal en los pacientes con DCLa, podría facilitar su deterioro promoviendo la 
acumulación y posterior agregación del Aβ cerebral a través de los diferentes mecanismos 
discutidos anteriormente. 
5.4. La disminución del sueño REM está relacionada con reducciones del espesor 
cortical en pacientes con DCLa 
Los resultados del presente trabajo evidenciaron que la disminución del porcentaje de sueño 
REM en los pacientes con DCLa estaba asociado a reducciones del espesor cortical en el 
cingulado posterior y precúneo del hemisferio izquierdo así como en el giro postcentral a nivel 
bilateral (Sánchez-Espinosa et al., 2014; Anexo I). 
La corteza cingulada es un área especialmente vulnerable en la EA como se deriva de estudios 
neuropatológicos (Brun & Englund, 1981; Driscoll et al., 2012; Tan et al., 2013; Henstridge et 
al., 2015) y de neuroimagen estructural (Baron et al., 2001; Ishii, 2005; Lehmann et al., 2010) y 
funcional (Minoshima et al., 1997; Herholz et al., 2002; Nestor et al., 2003; Koivunen et al., 
2011). Dentro de la corteza cingulada, las regiones posteriores son las que presentan daños 





Las áreas ventrales de la corteza cingulada posterior participan en procesos de recuperación 
de la memoria y planificación (Maddock et al., 2001), mientras que las regiones dorsales, a 
través de sus conexiones con la corteza prefrontal, contribuyen a mantener el foco atencional 
(Leech & Sharp, 2014). Todos estos dominios cognitivos se ven afectados desde las fases 
preclínicas de la EA (Perrotin et al., 2012). De hecho, en un estudio reciente realizado en 
nuestro laboratorio se ha observado que la potencia espectral de las oscilaciones alfa en la 
corteza cingulada posterior durante la codificación y posterior recuperación de la memoria no 
solo correlacionaba con los déficits de memoria en los pacientes con DCLa, sino que dichas 
oscilaciones alfa en combinación con el volumen de la amígdala eran capaces de predecir la 
conversión a EA dos años antes del diagnóstico con una sensibilidad del 78% y una 
especificidad del 82% (Prieto del Val et al., 2016). Aparte de su contribución a los procesos de 
memoria, la disminución de la conectividad funcional de la corteza cingulada se ha relacionado 
con la apatía, desinhibición y disminución de conciencia que caracteriza a los pacientes con EA 
(Amanzio et al., 2011). 
El precúneo es otra de las estructuras corticales afectadas desde estadios tempranos de la EA. 
Trabajos previos realizados en pacientes con DCL han mostrado que esta región cerebral 
presenta una disminución del consumo metabólico de glucosa (Morbelli et al., 2010; Bailly et 
al., 2015), un incremento de la retención del trazador PET-PiB (Devanand et al., 2010) y un 
mayor grado de atrofia cuando se compara con controles (Apostolova et al., 2007; Risacher et 
al., 2009; Spulber et al., 2012). Esta vulnerabilidad, evidente desde los inicios de la enfermedad 
(Rowe et al., 2007; Driscoll et al., 2012), podría explicar la disminución de la conectividad 
funcional de la red neural por defecto en el DCL/EA (Rombouts et al., 2005). De hecho, 
estudios recientes realizados en nuestro laboratorio han mostrado que las alteraciones de la 
conectividad funcional EEG que presentan los pacientes con DCLa están relacionadas con 
cambios de volumen del precúneo (González-Escamilla et al., 2015). 
Los resultados evidenciaron asimismo una relación entre la disminución de la duración del 
sueño REM y la reducción del espesor cortical en el giro postcentral (Sánchez-Espinosa et al., 
2014; Anexo I), una estructura menos representativa de la EA si se compara con el precúneo y 





la corteza cingulada posterior, pero que también presenta anomalías funcionales en el 
transcurso de la EA. De hecho, la correlación interhemisférica entre regiones homólogas del 
giro postcentral está anormalmente reducida en pacientes con EA (He et al., 2008) y la 
disminución del espesor cortical en esta región es especialmente evidente en pacientes con 
DCL portadores de las variantes genéticas APOE4 y MAPT H1/H1 (Goñi et al., 2013). Por otra 
parte, la combinación del espesor cortical con características topológicas de la red que incluyen 
a esta región, entre otras, predice la conversión de DCL a EA (Wei et al., 2016), y los patrones 
de conectividad funcional entre el giro postcentral y el tálamo están significativamente alterados 
en pacientes con DCL (Zhou et al., 2013). Además, los receptores nicotínicos de la acetilcolina 
no solo están reducidos en el núcleo basal de Meynert (Araujo et al., 1988; Shimohama et al., 
1986) sino también en el giro postcentral de los pacientes con EA (London et al., 1989). Este 
aspecto podría contribuir a explicar, al menos parcialmente, la relación entre la disminución del 
espesor cortical en el giro postcentral y la reducción del sueño REM en los pacientes con DCLa 
de nuestro estudio, dado el papel que juega la acetilcolina en la generación de la desincronía 
EEG que caracteriza al sueño REM (Vázquez & Baghdoyan, 2001; Berntson et al., 2002). 
El daño colinérgico que muestran los pacientes con DCL/EA podría a su vez retroalimentar la 
neuropatología de la EA, a través de un círculo vicioso mediante el cual la muerte de neuronas 
colinérgicas promovería la producción de Aβ y la neurotoxicidad asociada, incrementando el 
déficit colinérgico, lo que finalmente se traduciría en una mayor fosforilación de tau (Mesulam, 
2004). De hecho, experimentos recientes han mostrado que la atrofia del núcleo basal de 
Meynert precede a las atrofias de la corteza entorrinal (Schmitz et al., 2016). Además, estudios 
neuropatológicos han confirmado la existencia de una correlación positiva entre el número de 
ONF y la degeneración colinérgica en pacientes con EA (Geula et al., 1998). En conjunto, estos 
resultados respaldan la hipótesis de que las alteraciones del sueño REM que muestran los 
pacientes con DCLa podrían estar causadas por las lesiones colinérgicas que caracterizan a la 






5.5. La calidad del sueño como mediador de la relación entre HCY y TAC en pacientes 
con DCLa 
Los pacientes con DCLa mostraron un menor porcentaje de sueño REM y una mayor 
fragmentación del SOL, alteraciones que, sin embargo, no se tradujeron en una peor calidad de 
sueño (Hita-Yáñez et al., 2012). Aún así, en el presente trabajo hemos observado que 
determinados parámetros relacionados con la calidad de sueño, como la duración y la 
eficiencia del sueño, estaban significativamente relacionados con el incremento de HCY y la 
disminución de la TAC. Además, los análisis de mediación revelaron que la relación inversa 
entre HCY y TAC estaba mediada por la duración y la eficiencia del sueño (Sánchez-Espinosa 
et al., en revisión; Anexo II). A continuación discutiremos cada una de las pautas que 
relacionan estos tres elementos, HCY-TAC, HCY-SUEÑO y SUEÑO-TAC, con el objetivo de 
entender mejor cómo esta relación podría llegar a impactar sobre la patología de la EA. 
HCY-TAC. Numerosas evidencias han puesto de manifiesto que los niveles elevados de estrés 
oxidativo son un factor clave en la patogénesis de la EA (para una revisión, ver Persson et al., 
2014), sobre todo cuando se mide en el compartimento lipídico obtenido a partir de suero, 
eritrocitos y linfocitos circulantes (Schrag et al., 2013). Aunque este hecho es extrapolable a los 
antioxidantes cerebrales y plasmáticos (Jiménez-Jiménez et al., 1997; Baldeiras et al., 2008), 
las evidencias no son tan claras cuando se trata de la TAC (Schrag et al., 2013). Aun así, 
varios estudios han informado reducciones significativas de la TAC en pacientes con EA 
familiar (Cecchi et al., 2002), con EA esporádica (Repetto et al., 1999; Serra et al., 2001; 
Zafrilla et al., 2006; Kharrazi et al., 2008; Aldred et al., 2010; Cristalli et al., 2012; 
Moslemnezhad et al., 2016), sobre todo si son portadores del genotipo APOE4 (Pulido et al., 
2005), y en pacientes con DCL (Guidi et al., 2006; Yuan et al., 2016).  
Uno de los factores que contribuyen a la producción de ROS es el incremento de las 
concentraciones de HCY, que a su vez es un importante factor de riesgo para la EA (Seshadri 
et al., 2002). El citado estudio mostró, por primera vez en humanos, que los individuos con 
niveles de HCY superiores a 14 µmol/l casi duplicaban el riesgo de desarrollar EA y que un





incremento de 5 µmol/l incrementaba dicho riesgo en un 40%. En favor de la hipótesis que 
postula que los niveles de HCY están relacionados con el daño oxidativo, están las evidencias 
que demuestran que los pacientes con EA y con DCL presentan concentraciones elevadas de 
HCY y reducidas de TAC (Guidi et al., 2006). Aunque los niveles de HCY no difirieron entre los 
DCLa y controles de nuestro estudio, casi la mitad de los pacientes con DCLa presentaron 
valores clínicos de HCY (>14 µmol/l) frente al 28% de los controles. Y lo que es más 
importante, solo los DCLa mostraron una correlación negativa entre ambos marcadores que 
además fue significativamente diferente de los controles. 
La ausencia de diferencias en los valores de HCY al comparar DCL y controles ya ha sido 
informada anteriormente (Cervellati et al., 2014), sugiriéndose incluso que los niveles elevados 
de HCY podrían estar más ligados a la demencia vascular que a la EA. Sin embargo, otros 
experimentos han revelado que los niveles de HCY podrían ser más o menos informativos 
sobre la progresión de la EA dependiendo del estadio de la enfermedad en el que se realizan 
las medidas (Blasko et al., 2008). En particular, estos autores observaron que el grado de 
atrofia del lóbulo temporal medial junto con el incremento de HCY fueron capaces de predecir 
la conversión de controles a EA, pero no discriminaron los controles que convertían a DCL ni 
los DCL que convertían a EA. Además, otro estudio ha mostrado que los niveles de HCY y el 
volumen del hipocampo están estrechamente relacionados en pacientes con DCL, pero que 
dicha relación es independiente de la carga vascular y de la carga de amiloide (Choe et al., 
2014). Como discutiremos más abajo, es posible que la carga de Aβ cerebral actúe como 
mediador de la relación entre la calidad de sueño y la TAC, más que como mediador de la 
relación entre HCY y atrofia del lóbulo temporal medial. No obstante, primero discutiremos los 
posibles mecanismos por los cuales los niveles elevados de HCY podrían afectar a la calidad 






HCY-SUEÑO. Hasta nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que demuestra la 
existencia de una relación inversa entre los niveles de HCY y la calidad del sueño en pacientes 
con DCLa. Estudios previos han encontrado una relación similar en contextos diferentes al de 
la EA. Por ejemplo, las concentraciones elevadas de HCY se han relacionado con un 
incremento de la somnolencia en la población general (Zhang et al., 2016), con una peor 
calidad de sueño en mujeres embarazadas (Rajendiran et al., 2015), y con la realización de 
turnos de trabajo nocturnos en conductores de autobús (Martins et al., 2003). Estos trabajos 
apuntan a una relación entre el incremento de los niveles de HCY y la calidad del sueño, sin 
embargo se desconocen los mecanismos subyacentes. El hecho que la misma relación pueda 
evidenciarse en contextos tan diferentes apunta a que estos mecanismos podrían no ser 
específicos de la EA.  
Los posibles mediadores de la relación entre HCY y TAC que se ilustran de forma esquemática 
en la Figura 19 podrían explicar en parte la relación entre HCY y sueño en pacientes con 
DCLa. Estudios realizados en cultivos neuronales han revelado que tanto el incremento de 
HCY como de los niveles de cobre (Cu) agravan el daño oxidativo en las neuronas (White et 
al., 2001; Linnebank et al., 2006), por lo que el Cu podría ser uno de los factores que está 
mediando la relación entre el incremento de los niveles de HCY y la agregación de Aβ 
(Keskitalo et al., 2014). De esta forma, cuando las concentraciones de Cu exceden los niveles 
fisiológicos, éste se libera en forma de complejos de bajo peso molecular para finalmente 
acumularse en diversos tejidos del organismo, incluyendo el tejido cerebral (Hartter & Barnea, 
1988). Bajo estas condiciones, el Cu actúa modificando selectivamente uno de los 
transportadores del Aβ, el LRP1, lo cual altera el sistema de aclaramiento del Aβ que 
posteriormente conducirá a un incremento en la agregación de Aβ cerebral (Singh et al., 2013). 
Como se verá a continuación, este aumento en la acumulación de Aβ cerebral podría ser un 
elemento clave del círculo vicioso por su relaciones recíprocas con el sueño.  
 
 

















Figura 19. Modelo basado en las relaciones entre los marcadores empleados en el presente 
estudio, el Cu y los problemas respiratorios durante el sueño. Los recuadros en gris y las flechas 
continuas en negro representan resultados derivados del presente estudio y la naturaleza hipotética de 
dicha relación; mientras que los recuadros en blanco y las flechas discontinuas en gris representan 
factores que podrían jugar un papel relevante en el modelo causal sugerido, a pesar de que aún no han 
sido validados experimentalmente. Brevemente, nuestros resultados sugieren que la relación entre el 
incremento de HCY y la disminución de la TAC estaría mediada por la calidad del sueño en pacientes 
con DCLa, mientras que la relación entre el incremento de HCY y la disminución de volumen de la 
sustancia gris (SG) de regiones de la corteza temporal estaría mediada por la relación existente entre la 
calidad del sueño y la disminución de la TAC. Basándonos en evidencias derivadas de otros estudios, 
postulamos que la relación entre HCY y TAC también podría estar influida por la acumulación de Cu y/o 
por la agregación de Aβ cerebral (Squitti et al., 2014), y que la disminución de la calidad de sueño podría 
estar exacerbada por un incremento de la hipoxemia (Polotsky et al., 2006), lo que facilitaría además la 
agregación del Aβ cerebral (Li et al., 2009; Liu et al., 2016). 
El papel del Cu como mediador de la relación entre los niveles de HCY y la calidad del sueño 
en pacientes con DCLa encuentra soporte experimental en estudios previos realizados en 
humanos. Por ejemplo, los niveles séricos de Cu libre no solo son capaces de distinguir a los 
DCL de los controles (Squitti et al., 2011), sino que también predicen la conversión de DCL a 
EA (Squitti et al., 2014). No obstante, la relación entre HCY, Cu y Aβ, y su posible interacción 





SUEÑO-TAC. Los resultados del presente trabajo mostraron además que la disminución de la 
calidad de sueño en los pacientes con DCLa está asociada a una reducción de la TAC, relación 
que se mantuvo incluso después de eliminar los posibles efectos de los niveles de HCY 
(Sánchez-Espinosa et al., en revisión; Anexo II). Tal como se ilustra en la Figura 19, podría 
ocurrir que el incremento de Aβ (soluble o en agregados) juegue un papel determinante en esta 
relación, contribuyendo a generar un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad 
del sistema para contrarrestar el daño oxidativo resultante. Esta hipótesis está fundamentada 
en las relaciones bidireccionales que parecen existir entre la privación de sueño y la formación 
de agregados de Aβ (Ju et al., 2014; Kang et al., 2015; Musiek et al., 2015; Roh et al., 2015) y 
entre la presencia de agregados de Aβ y el daño oxidativo (Guglielmotto et al., 2010; Cai et al., 
2011). 
El incremento del daño oxidativo podría deberse a fallos en la mitocondria, compartimento 
celular con una elevada concentración de ROS, que afecta a las vías de señalización de APP y 
tau (Lin & Beal, 2006). De hecho, son abundantes las evidencias que demuestran una relación 
recíproca entre la respuesta de estrés oxidativo y la producción de Aβ. Por ejemplo, diferentes 
estudios han observado que el incremento de la respuesta de estrés oxidativo aumenta la 
expresión de la enzima β-secretasa (Tamagno et al., 2002; Kao et al., 2004; Tong et al., 2005) 
y la fosforilación de tau (Lovell et al., 2004), al mismo tiempo que el incremento del Aβ 
mitocondrial exacerba la respuesta celular de estrés oxidativo (Hensley et al., 1994; Murakami 
et al., 2005; Tabner et al., 2005), inhibiendo la actividad de la enzima citocromo c oxidasa y 
aumentando la producción de radicales libres (Crouch et al., 2005; Manczak et al., 2006). Estos 
trabajos sugieren que la interacción entre la patología de la EA y la respuesta celular de estrés 
oxidativo podría reforzar un bucle de retroalimentación positiva que contribuya a acelerar la 
progresión de la enfermedad (Mao & Reddy, 2011). 
Por otra parte, experimentos recientes han mostrado una relación entre la fragmentación y/o 
reducción del sueño y el incremento de la respuesta celular de estrés oxidativo (Williams et al., 
2016). En Drosophila, por ejemplo, la inducción de estrés oxidativo incrementa la fragmentación 
del periodo de quietud motora (Koh et al., 2006), mientras que la privación de sueño en ratones 





disminuye la expresión de enzimas antioxidantes (Ramanathan et al., 2002). De hecho, los 
niveles de la proteína Sirturin 3 (SirT3), cuya función es regular el estado redox dentro de la 
mitocondria, se ven disminuidos por los efectos directos del estrés oxidativo en respuesta a la 
privación de sueño (Zhang et al., 2014). Además, la privación de sueño en humanos 
incrementa los niveles de enolasa neuroespecífica y S-100B en LCE, dos marcadores de daño 
neuronal (Benedict et al., 2014). En conjunto, estos resultados sugieren que la falta de sueño 
compromete la proteostasis en el cerebro, repercutiendo en el proceso de producción y 
agregación de diversas proteínas relacionadas con el daño neuronal y la EA.  
Alternativamente, podría darse el caso que la relación sueño-TAC que muestran los pacientes 
con DCLa esté causada (o exacerbada) por la presencia de eventos respiratorios durante el 
sueño. Esta posibilidad está respaldada por la elevada prevalencia de problemas respiratorios 
durante el sueño que muestran las personas mayores (Ancoli-Israel et al., 1991) y por el hecho 
de que estos hallazgos respiratorios se relacionan con un mayor deterioro cognitivo en 
personas mayores normales (Osorio et al., 2015) y con una mayor acumulación de Aβ cerebral 
en modelos animales de Alzheimer (Shiota et al., 2013) y. De hecho, diferentes trabajos han 
puesto de manifiesto que la hipoxia intermitente podría ser un importante factor de riesgo para 
desarrollar EA (Sun et al., 2006; Li et al., 2009; Liu et al., 2016), debido a la fragmentación del 
sueño asociada y a los cambios estructurales concomitantes que ocurren en el hipocampo y en 
la corteza frontal, regiones estrechamente relacionadas con la formación de la memoria y con 
el control de las funciones ejecutivas (Morrell & Twigg, 2006). Además, la hipoxia incrementa 
los niveles de estrés oxidativo y exacerba el deterioro cognitivo (Zhou et al., 2016), 
principalmente por el daño cerebrovascular causado (Aliev et al., 2003) y por el incremento de 
apoptosis en el hipocampo y la neocorteza (Gozal et al., 2001). Aunque este conjunto de 
evidencias refuerza la idea de que los trastornos respiratorios durante el sueño podrían activar 
vías relacionadas con la neurodegeneración, queda por determinar si la presencia de 
alteraciones respiratorias durante el sueño contribuye de manera independiente o sinérgica a la 
relación encontrada entre la calidad de sueño y la reducción de la TAC en la fase prodrómica 





HCY-SUEÑO-TAC-SG. Un hallazgo que sustenta la relación entre HCY y TAC es que ambas 
medidas correlacionaron con reducciones de volumen de la misma región de la corteza 
temporal (Figura 17). Hasta nuestro conocimiento, esta sería la primera evidencia de que el 
estado oxidativo está relacionado con la integridad cerebral en pacientes con DCLa. Sin 
embargo, la relación entre el incremento de los niveles de HCY y las atrofias cerebrales ha sido 
previamente informada en personas mayores normales (Williams et al., 2002; den Heijer et al., 
2003; Firbank et al., 2010) y en pacientes con EA (Hogervorst et al., 2002; Kim et al., 2009; 
Madsen et al., 2015). Así, trabajos previos han mostrado que los efectos neurotóxicos de la 
HCY correlacionan con una pérdida de integridad de la SG cerebral (Madsen et al., 2015), 
relación que avanza progresivamente en regiones del lóbulo temporal medial transcurridos 3 
años (Clarke et al., 1998). El incremento de los niveles de HCY también se ha relacionado con 
reducciones de volumen de la sustancia blanca cerebral (Hogervorst et al., 2002; Sachdev, 
2004; Kim et al., 2009). De hecho, estudios previos han mostrado que el daño de la sustancia 
blanca en pacientes con EA incrementa un 40% cada 5 µmol/ de HCY (Hogervorst et al., 2002), 
lesiones que podrían tener un origen vascular dadas las relaciones entre el incremento de los 
niveles de HCY y el daño vascular observado en diferentes tipos de patologías (Wall et al., 
1980).  
Los mecanismos que explican la relación entre los niveles elevados de HCY y la atrofia 
cerebral en la EA están comenzando a desvelarse (Sachdev, 2005). Un estudio reciente ha 
puesto de manifiesto que esta relación parece ser independiente tanto de la carga vascular 
como de las concentraciones de Aβ cerebral (Choe et al., 2014). Nuestros resultados no 
contradicen este hecho, pero de acuerdo con el modelo propuesto en la Figura 19, la carga de 
Aβ cerebral jugaría un papel importante al actuar como un potencial mediador de la relación 
entre el sueño y la TAC. De hecho, los resultados del presente estudio sugieren que el impacto 
de la HCY sobre la atrofia cerebral estaría mediado por la acción secuencial de los cambios 
acontecidos en el sueño y en el estado oxidativo (Sánchez-Espinosa et al., en revisión; Anexo 
II). 
 





Dado que el incremento de los niveles de HCY facilita la agregación del Aβ, contribuyendo de 
manera directa o indirecta a la atrofia cerebral y al deterioro cognitivo (Pacheco-Quinto et al., 
2006; Zhuo et al., 2010; Li & Praticò, 2015; Chung et al., 2016), diferentes trabajos han 
sugerido contrarrestar los efectos perniciosos de la HCY mediante la administración de 
vitamina B (Durga et al., 2007; de Jager et al., 2012; Ford & Almeida, 2012). De hecho, 
estudios previos han mostrado que la administración de vitamina B en pacientes con DCL 
enlentece la progresión de la atrofia cerebral (Smith et al., 2010) y reduce hasta siete veces el 
grado de atrofia de regiones cerebrales afectadas por la EA (Douaud et al., 2013). Por lo tanto, 
los planes de prevención de la EA deberían contemplar la administración de suplementos de 
vitamina B en el caso de personas mayores asintomáticas que presenten elevados niveles de 
HCY. Esta intervención podría contribuir a retrasar el deterioro cognitivo y mantener la 
integridad cerebral (de Jager, 2014). Además, la suplementación con ácido fólico, con 
propiedades antiinflamatorias, ha mostrado mejorar las funciones cognitivas en pacientes con 
DCL (Ma et al., 2016), y disminuir el nivel de atrofia observada en regiones cerebrales 
vulnerables a la EA (McCully, 2016). 
Algunos de los marcadores empleados en el presente estudio son modificables, aspecto que 
consideramos relevante de cara a su posible utilización para prevenir el deterioro cognitivo que 
precede al diagnóstico de la EA. Una primera vía de actuación podría dirigirse a mejorar la 
calidad del sueño en personas mayores en riesgo de desarrollar EA. Si nos atenemos a los 
resultados derivados del presente trabajo, esta estrategia podría contribuir a romper la relación 
entre HCY y TAC. En esta dirección, estudios previos han mostrado que las alteraciones del 
sueño correlacionan con la severidad del deterioro cognitivo en pacientes con DCL 
(Westerberg et al., 2010; da Silva et al., 2015) y en personas mayores no dementes (Johar et 
al., 2016). Por lo tanto, prestar atención a las quejas de sueño en la consulta de atención 
primaria podría ofrecer nuevas oportunidades para atenuar y/o enlentecer el nivel de deterioro 
cognitivo en edades avanzadas. 
Las deficiencias de determinados micronutrientes (especialmente vitaminas B1, B2, B6, B12, C, 





cognitivo que caracteriza al envejecimiento (Solfrizzi et al., 2011). De hecho, los nutrientes 
contenidos en determinados alimentos pueden actuar bien de manera sinérgica o como 
antagonistas del deterioro cognitivo asociado a la EA (Staehelin, 2005). Por ejemplo, el déficit 
de ácidos grasos poliinsaturados omega-3, y más en concreto del ácido docosahexaenoico 
(DHA) y el ácido eicosapentanoico (EPA) se asocia a un mayor grado de deterioro cognitivo en 
enfermedades neurodegenerativas (Lukiw & Bazan, 2008). Además, el exceso de algunos 
micronutrientes (e.g., hierro, selenio y cobre) o compuestos no nutricionales como el etanol, 
podrían aumentar la respuesta inflamatoria que caracteriza a la EA (Staehelin, 2005). Dado que 
tanto el incremento de los niveles de HCY como la disminución de las defensas antioxidantes 
están influidas por la dieta, podría ser también importante incorporar una evaluación nutricional 
en personas mayores con el objetivo de retrasar un posible deterioro cognitivo. 
5.6. Limitaciones del estudio 
El sueño de las personas mayores, sean normales o con diferentes grados de deterioro 
cognitivo, está afectado por factores intrínsecos al propio envejecimiento. Por ejemplo, un 50% 
de las personas mayores de 65 años presentan eventos respiratorios nocturnos, que aunque 
no tienen implicaciones clínicas podrían llegar a fragmentar el sueño de manera significativa 
(Pavlova et al., 2008). Además, estos problemas respiratorios son más frecuentes en pacientes 
con DCLa que en mayores no dementes (Bombois et al., 2010). A esto se une el hecho de que 
un 20% de las personas mayores de 80 años presentan trastornos motores durante el sueño 
(Phillips et al., 2000). A pesar de que ninguno de los participantes en el presente estudio 
presentaba una historia clínica de estos trastornos, es posible que alguno de ellos los 
padecieran, aun cuando ni siquiera la pareja los informase. Desafortunadamente, este aspecto 
no pudo ser descartado objetivamente con el montaje de PSG empleado en este trabajo. 
Los experimentos se realizaron con una muestra de tamaño reducido (21 casos por grupo), 
dada la dificultad para seleccionar pacientes con DCLa que quisieran participar voluntariamente 
en todas las pruebas (i.e., evaluación neuropsicológica, extracción de sangre, estudio de PSG





nocturna y estudio de RM). Además, la variabilidad de algunos de los marcadores aquí 
empleados (e.g., sueño, Aβ, bioquímicas) y el diferente tiempo de almacenamiento de las 
muestras de sangre podría estar alterando algunos de los hallazgos informados o
ensombreciendo otros resultados que se quedaron al límite de la significación. Este aspecto es 
especialmente importante en el caso de los marcadores bioquímicos empleados (HCY y TAC), 
ya que se ven afectados por factores como los ritmos circadianos, la dieta, el consumo crónico 
de medicamentos, etc. Aunque esta limitación es evidente, nos parece relevante mencionar 
que las diferencias en los niveles de TAC entre controles y DCLa del presente estudio fueron 
confirmadas con otras dos técnicas (FRAP y ABTS) diferentes al ORAC. 
Por último, no se incluyeron determinaciones de los niveles de Aβ/tau en LCE o de la carga de 
Aβ cerebral con PET. A pesar de la variabilidad intrínseca de los marcadores de la EA en LCE, 
son los que mejor podrían reflejar el nivel de lesiones cerebrales asociados a la EA. Sin 
embargo, la naturaleza invasiva de esta técnica (punción lumbar) dificulta su uso en estudios 
con personas mayores asintomáticas o con signos muy leves de deterioro cognitivo. El PET se 
considera una técnica menos invasiva que la extracción de LCE, aunque los radiotrazadores de 
Aβ no estaban aprobados por la Agencia Nacional del Medicamento en el momento de 
realización de estos experimentos. Idealmente, nuestro trabajo debería haber incluido al menos 
uno de estos marcadores, lo que nos hubiera permitido determinar indirectamente la 
presencia/ausencia de patología de la EA en cada participante y, de esta forma, disminuir la 








































































• Los pacientes con DCLa mostraron un incremento de las concentraciones plasmáticas de 
Aβ1-40 y Aβ1-42 las cuales, a su vez, se relacionaron con diferentes aspectos de la EA. Así, el 
incremento de Aβ1-40 correlacionó con disminuciones del espesor de la corteza cingulada 
posterior, mientras que el aumento de Aβ1-42 correlacionó con reducciones del espesor de la 
corteza entorrinal así como con un incremento de la fragmentación del SOL. Dado que estos 
hallazgos no se observaron en el grupo control, podrían estar reflejando procesos 
relacionados con la patofisiología de la EA. 
• La disminución del porcentaje de sueño REM que mostraron los pacientes con DCLa 
correlacionó con una reducción del espesor cortical en regiones que concentran agregados 
de Aβ desde estadios muy tempranos (i.e., cingulado posterior y precúneo) o que muestran 
una disminución de receptores nicotínicos colinérgicos en pacientes con EA (i.e., giro 
postcentral). Dado el papel que juega la acetilcolina en los mecanismos de desincronización 
del EEG durante el sueño REM, las alteraciones de esta fase del sueño podrían ser un 
reflejo de las disfunciones colinérgicas asociadas a la EA, además de contribuir a facilitar la 
patología amiloidea en regiones afectadas por la EA. 
• Nuestros resultados confirman que la relación entre el incremento de los niveles de HCY y la 
disminución de la TAC en sangre periférica emerge desde la fase prodrómica de la EA. 
Aunque ambos parámetros correlacionaron con una reducción del volumen de regiones del 
lóbulo temporal, la naturaleza de estas relaciones fue diferente en cada caso. Mientras que 
el estado antioxidante ejerció una influencia directa sobre la atrofia temporal, la influencia de 











• Patients with aMCI showed increased plasma concentrations of Aβ1-40 and Aβ1-42, which, in 
turn, were related to different aspects of AD. The increase of Aβ1-40 correlated with thinning 
of the posterior cingulate cortex, whereas the increase of Aβ1-42 correlated with reductions in 
the thickness of the entorhinal cortex as well as with an increase in the fragmentation of 
SWS. Since these findings were not observed in the control group, they could be reflecting 
processes related to the pathophysiology of AD. 
• The decrease in the percentage of REM sleep in patients with aMCI correlated with a 
reduction in cortical thickness in regions that accumulate Aβ aggregates from very early 
stages (i.e., posterior cingulate and precuneus) or which showed a decrease in cholinergic 
nicotinic receptors in patients with AD (i.e., postcentral gyrus). Given the role that 
acetylcholine plays in EEG desynchronization mechanisms during REM sleep, alterations in 
this sleep stage may be a reflection of the cholinergic dysfunctions associated with AD, in 
addition to helping to facilitate amyloid pathology in regions affected by the AD. 
• Our results confirm that the relationship between the increase in HCY levels and the 
decrease in TAC in peripheral blood begins in the prodromal stage of AD. Although both 
parameters correlated with a reduction in the volume of temporal lobe regions, the nature of 
these relationships was different for each case. While the antioxidant status exerted a direct 
influence on temporal atrophy, the influence of HCY was mediated by the relationship 
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Evidence suggests that amyloid-beta (Aβ) depositions parallel sleep deficits in Alzheimer’s disease (AD). Howev-
er, it remains unknown whether impaired sleep and changes in plasma Aβ levels are related in amnestic mild
cognitive impairment (aMCI) subjects, and whether both markers are further associated with cortical thinning
in canonical AD regions. To jointly address this issue, we investigated relationships between changes in physio-
logical sleep and plasma Aβ concentrations in 21 healthy old (HO) adults and 21 aMCI subjects, and further
assessed whether these two factors were associated with cortical loss in each group. aMCI, but not HO subjects,
showed significant relationships between disrupted slow-wave sleep (SWS) and increased plasma levels of Aβ42.
We also found that shortened rapid-eyemovement (REM) sleep in aMCI correlatedwith thinning of the posterior
cingulate, precuneus, and postcentral gyrus; whereas higher levels of Aβ40 and Aβ42 accounted for grey matter
(GM) loss of posterior cingulate and entorhinal cortex, respectively. These results support preliminary relation-
ships between Aβ burden and altered sleep physiology observed in animal models of AD amyloidosis, and
provide precise cortical correlates of these changes in older adults with aMCI. Taken together, these findings
open new research avenues on the combined role of sleep, peripheral Aβ levels and cortical integrity in tracking
the progression from normal aging to early neurodegeneration.
© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction
The aggregation of Aβ into toxic oligomers plays a central role in the
pathogenesis of Alzheimer's disease (AD), the most common cause of
long-term institutionalization in persons over 65 in developing coun-
tries (Reitz et al., 2011). Aβ40 and Aβ42 isoforms are the major constitu-
ents of amyloid plaques, Aβ40 being the most common and Aβ42 more
fibrillogenic and prone to pathological states (Burdick et al., 1992;
Iwatsubo et al., 1994). According to the amyloid cascade hypothesis,
accumulation of extraneuronal Aβ deposits results in neuronal death
and synaptic failures that impair cognitive function and ultimately
may lead to AD (Hardy and Selkoe, 2002). Although mechanisms of
Aβ-related cognitive deficits have been extensively studied (Cleary
et al., 2005; Shankar et al., 2008; Stephan et al., 2001), the impact of
Aβ burden on non-cognitive symptoms of AD is unknown to date.
Sleep disturbances are one of the most troubling symptoms during
progression of AD (Loewenstein et al., 1982; Prinz et al., 1982; Vitiello
et al., 1990). Recent studies have revealed a link between the presence
of Aβ plaques and the occurrence of sleep disturbances in a mouse
model of AD amyloidosis. More specifically, disrupted sleep patterns
emerged after early deposition of Aβ plaques in the hippocampus of
APP-PS1 mice and reversed after active immunization with Aβ42 (Roh
et al., 2012). However, it remains to be determinedwhether association
between impaired sleep and Aβ load is extended to humans, and more
precisely to early stages of neurodegeneration.
Growing evidence suggests that sleep disturbances begin years be-
fore the clinical onset of AD (Geda et al., 2004; Hita-Yañez et al., 2012;
Lee et al., 2008; Westerberg et al., 2012). Accordingly, we have recently
found that aMCI subjects, older adults at higher risk for AD (Petersen
et al., 1999), showed reduced REM sleep and disrupted SWS (Hita-
Yañez et al., 2012) together with a higher prevalence of self-reported
sleep problems and sleep onset misperception when compared to HO
adults (Hita-Yañez et al., 2013). MCI subjects also show significant
changes in plasma Aβ levels (Mayeux et al., 2003; Schupf et al., 2008;
van Oijen et al., 2006) in addition to AD lesions, confirmed histopatho-
logically, in cingulate and parieto-temporal cortical structures (Driscoll
et al., 2009; Hänggi et al., 2011; Whitwell et al., 2007). However, it re-
mains unknown if sleep disturbances and plasma Aβ levels observed
in MCI subjects are associated with loss of cortical integrity in these
canonical AD regions.
To jointly address this issue, we first determinedwhether plasmaAβ
levels are related to changes in sleep physiology and/or cortical thinning
in aMCI subjects. Second, we investigated if sleep deficits and/or in-
creased Aβ levels reported in aMCI subjects accounted for patterns of
cortical loss characteristic of incipient neurodegeneration.
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Twenty-one older adults with aMCI (6 females, mean age: 69.8 ±
6.4 yr) and 21 HO subjects (10 females, mean age: 66.9 ± 5.5 yr)
were enrolled in the study. Participants were primarily recruited from
older people's associations, normal community health screening, and
hospital outpatient services. All of them gave informed consent prior
to experiments. This study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki and was approved by the Human Research
Ethics Committee of the Pablo de Olavide University. Here, we used
the same sample employed in a previous study (Hita-Yañez et al.,
2012) with the exception of 8 subjects who were excluded due to lack
of plasma samples and/or cerebral magnetic resonance imaging (MRI).
Each participant underwent structured, uniform evaluation that includ-
ed a medical history, neurological examination, and cognitive function
testing. Only those who met criteria for HO or aMCI status (see below)
were included in the study.
aMCI subjects showed an idiopathic amnestic disorder with absence
of impairment in cognitive areas other than memory as revealed by
neuropsychological testing; they further met the diagnostic criteria of
aMCI proposed by Petersen et al. (1999): (i) subjective memory
complaints corroborated by the informant; (ii) objective memory loss
confirmed by the Spanish version of the Logical Memory subtest ex-
tracted from the Wechsler Memory Scale-Third Edition (Wechsler,
2004) (scorings 1.5 standard deviations below the age-appropriate
mean); (iii) global score of 0.5 (questionable dementia) in the clinical
dementia rating (CDR) (Hughes et al., 1982); (iv) normal independence
function, judged both clinically and by means of the interview for dete-
rioration in daily living activities validated in the Spanish population
(Böhmet al., 1998); and (v) noDSM-IV criteria for dementia. The global
cognitive status was assessed by the Spanish version of the MiniMental
State Examination (MMSE) (Lobo et al., 1979). Depression was exclud-
ed with the shorter version of the Geriatric Depression Scale (Yesavage
et al., 1983). Inclusion criteria for HO subjects were (i) absence of cogni-
tive impairment (memory, language, attention, and executive function)
confirmed by neuropsychological testing; (ii) CDR global score of 0 (no
dementia); and (iii) normal independent function. Depression symp-
toms were excluded by using the same criteria as for aMCI subjects.
HO and aMCI subjects were tested with the same neuropsychological
battery.
Cerebral MRI was previously examined in all participants to rule out
lesions such as territorial cerebral infarction, brain tumor, hippocampal
sclerosis, and/or vascular malformations. Those participants with large
periventricular and/or deep white matter lesions, revealed by scores
≥2 on the Fazekas ischemic scale (Fazekas et al., 1987), were excluded
from the study. Subjects reporting a history of neurological, psychiatric
disorders, and/or major medical illness (chronic renal, hepatic, pulmo-
nary or endocrine) were not allowed to participate.
The absence of secondary causes of cognitive deficits was confirmed
by laboratory tests including complete blood count, blood chemistry, vi-
tamin B12/folate, and thyroid function tests. None of the participants
were taking cholinesterase inhibitors and/or medication affecting the
sleep-wake cycle (benzodiazepines, tricyclic and/or serotonin reuptake
inhibitors) at the time of recruiting or during the study. Neither did they
report sleep-disordered breathing,movement disorders during sleep nor
unusual sleep schedules (e.g., shift work), which was corroborated by
their bed partners and/or caregivers. Individual scores of the Epworth
Sleepiness Scale (ESS) were below the cut off for suspected sleep disor-
ders associated with excessive daytime sleepiness (Johns, 1991).
Plasma Aβ levels
Venous blood samples were obtained after overnight fasting. Blood
samples were collected in 10 mL K2-ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) coated tubes (BD Diagnostics), and further centrifuged
(3500 rpm) at 4 °C for 5 min. Supernatant plasma was collected and
aliquoted into 250-μL polypropylene tubes containing 8.32 μL of a prote-
ase inhibitor cocktail (cOmplete Ultra Tablets mini, Roche). Plasma
samples were stored at−80 ºC and thawed immediately before assay.
PlasmaAβ levelsweremeasured blind to cognitive status in duplicate
samples (50 μL) according to manufacturer’s instructions (Invitrogen).
Averaged values (pg/ml) were used for statistical analyses. Human
Aβ40 and ultra sensitive Aβ42 specific enzyme-linked immunoassay
(ELISA) kits were used for this purpose. The detection limit of these as-
says was 0.52 pg/ml for Aβ40 and 0.27 pg/ml for Aβ42. Both inter-assay
and intra-assay coefficients of variationwere below 10%. The Aβ42/Aβ40
ratio was additionally computed for each subject given its ability to
identify cognitively normal subjects who later converted to MCI or AD
(Graff-Radford et al., 2007).
Polysomnographic sleep recordings
The polysomnographic (PSG) protocol included electroencephalo-
graphic (EEG) recordings, vertical and horizontal electrooculography,
and electromyography of submental muscles. Electrophysiological re-
cordings were performed with gold cup, 10 mm diameter electrodes
(Grass, USA) filled with electrolytic cream, and attached with surgical
tape (face placements) and collodion (scalp placements). Overnight
PSG recordings were performed in a sound-attenuated bedroom with
infrared video-controlled supervision.
PSG recordings were amplified (BrainAmp MR, Brain Products,
Germany),filtered (0.1–100Hz bandpass), digitized (250Hz, 16-bit res-
olution), and stored in digital format for subsequent analyses. Scoring of
sleep stages was performed by a trained technician, blind to the study
purpose, following standard criteria (Rechtschaffen and Kales, 1968).
Criteria for scoring EEG arousals were taken from the American Sleep
Disorders Association report (American Sleep Disorder Association,
1992); the level of sleep fragmentation was determined by computing
the arousal index in each sleep stage. This index resulted from dividing
the number of arousals in a sleep stage by the time (in hours) spent in
that sleep stage. Only those PSG parameters that showed significant
group differences between HO and aMCI subjects (Hita-Yañez et al.,
2012) were correlated with plasma Aβ levels and cortical thickness in
each group.
Cerebral MRI acquisition, image preprocessing and cortical thickness
estimation
Cerebral images were acquired on a whole-body Philips Achieva 3 T
MRI scanner equipped with an 8-channel head coil. A high-resolution
MP-RAGE (magnetization-prepared rapid gradient echo) T1-weighted
cerebral scan was obtained from each participant. Acquisition pa-
rameters were empirically optimized for grey/white matter contrast
(repetition-time = 2300 ms, echo-time = 4.5 ms, flip angle = 8°,
matrix dimensions 320 × 320, 0.8 isotropic voxel, no gap between
slices, time per acquisition = 9.1 min).
Measurements of cortical thickness were obtained with Freesurfer
v5.1 (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/) following standardized anal-
ysis protocols. Briefly, individual brain scans were reoriented, normal-
ized for intensities, and resampled to 1-mm isotropic voxels. Skull
stripping was automatically performed for each previously normalized
brain volume using a hybrid approach that combines watershed
algorithms and a deformable surface (Segonne et al., 2004). To obtain
individual cortical surfaces, we applied a semi-automated procedure
that includes i) segmentation of the white matter, ii) tessellation of
the grey/white matter boundaries, iii) inflation of the cortical surface,
and iv) automatic correction of topological defects (Dale et al., 1999).
Removal of non-brain tissues was manually performed in each par-
ticipant. Next, cortical surfaces were automatically constrained to a
spherical topology (Fischl et al., 2001) for which parameterization,



































surface registration and bases were previously provided (Fischl et al.,
1999a; Van Essen et al., 1998). Pial/white matter boundaries were
manually enhanced on a slice-by-slice basis in each participant to in-
crease the reliability of cortical thickness measurements. Special atten-
tion was paid to cortical regions at the border with cerebrospinal fluid
(CSF) in order to avoid partial volume effects.
Thickness measurements were obtained from the individual recon-
structed cortical surfaces with submillimeter accuracy. Cortical thick-
ness at each vertex was defined as the average of the shortest distance
between vertices of the grey/white matter boundary and the pial
surface computed in both directions (Fischl and Dale, 2000). Individual
thickness maps were further transformed into the same spherical coor-
dinate system of cortical surfaces, and then resampled to the average
spherical surface by aligning each individual cortical folding pattern to
the average folding pattern of the entire population. This procedure
has demonstrated enhancement of localization of cortical features
among participants, minimizing metric distortions (Fischl et al., 1999b).
Methods employed here for the measurement of cortical thickness have
previously been validated against histological data (Rosas et al., 2002)
and manual segmentation (Kuperberg et al., 2003; Salat et al., 2004).
Cortical thickness maps were finally smoothed using non-linear spher-
ical wavelet-based denoising schemes, which have previously demon-
strated enhanced specificity and sensitivity at detecting local and
global changes in cortical thickness (Bernal-Rusiel et al., 2008).
Spatial filters based on non-linear spherical wavelets depend on
three parameters: i) the oscillation factor, which controls the shape of
the filter; ii) the dilation factor, which correspond to the extent of the
spatial smoothing (this value is not equivalent to the full width at half
maximum value of the Gaussian kernel); and iii) the number of the fin-
est decomposition levels at which the thresholding is applied. Based on
previous studies (Bernal-Rusiel et al., 2008), we applied an oscillation
factor of 1 and a threshold-finest level of 1 because these values have
obtained the best results in cortical thickness analyses. By applying se-
quential statistical thresholding based on a previously validated hierar-
chicalmodel (Bernal-Rusiel et al., 2010), we further determined that the
optimal extent of the smoothing (dilation factor) fluctuated from 3 to
11, depending on the statistical contrast.
All analyses were performed in Dell™ T7400 workstations, (4 Intel
Xeon™Dual Core processors, 3.2 GHz each, 32 GB RAM)withMATLAB®
v. 7.9 running on Linux Centos4 X86-64 bits.
Statistical analyses
We previously assessed the normality assumption of our data by
using the Kolmogorov-Smirnov test. All demographics, cognitive scores,
sleep parameters and plasma Aβ values were normally distributed,
allowing us to apply parametric statistical tests.
Group differences in demographic and cognitive variables were
assessed with unpaired t-tests, whereas the influence of gender was
tested with the chi-square test due to the categorical nature of this
variable. Group differences in PSG sleep parameters and plasma Aβ
levels (Aβ40, Aβ42, Aβ42/Aβ40 ratio) were assessed by a multivariate
analysis of covariance (MANCOVA), adjusted for age and gender. Next,
linear regression analyses were conducted to determine if group differ-
ences in PSG sleepwere significantly associated with changes in plasma
Aβ levels. If at least one of the two groups reached significant correla-
tions, differences between regression slopes were further assessed. All
regression analyses were also adjusted for age and gender. These statis-
tical analyses were performed with SPSS v. 15 (SPSS Inc., Chicago, IL).
Group differences in cortical thickness between HO and aMCI sub-
jects were assessed for the original (21 subjects per group) and for a
smaller sample matched in age and gender (16 subjects per group). By
using a hierarchical statistical model (Bernal-Rusiel et al., 2010), we
performed an analysis of covariance (ANCOVA) for each hemisphere
including group as the main factor (HO and aMCI), and age, gender,
and normalized mean cortical thickness as covariates. The significance
threshold was set at P b 0.05 after correcting for multiple comparisons,
with a cluster extent threshold of 90 vertices.
Relationships between cortical thickness and sleep deficits (i.e., REM
percentage and density of SWS arousals) or plasma Aβ levels (Aβ40,
Aβ42, Aβ42/Aβ40 ratio) were assessed in each hemisphere for HO and
aMCI subjects separately, by using linear regression analyses adjusted
for age, gender and normalized mean cortical thickness (corrected for
multiple comparisons, P b 0.05; cluster extend threshold N90 vertices).
If at least oneof the two groups showed significant correlations, we then
assessed group differences between regression slopes. To further deter-
mine the influence of plasma Aβ levels on the above relationship, we
separately included Aβ markers that reached significance as nuisance
variable in the general statistical model. Likewise, we investigated rela-
tionships betweenplasmaAβ levels and changes in cortical thickness by
removing effects of significant sleep deficits (i.e., REM percentage and
density of SWS arousals).
Statistical relationships between cortical thickness and changes in
either sleep or significant Aβmarkerswere assessed using a hierarchical
statistical model. This methodology aims at controlling erroneous
detections in two sequential steps: firstly, at the cluster level, over
smoothed statistical maps via random field theory; and secondly at
the vertex level, over unsmoothed statistical maps by applying an
adaptive false discovery rate procedure to clusters previously detected.
The superior performance of this methodology over other statistical
approaches has previously been confirmed in simulation studies, and
further validated in a cross-sectional experiment comparing moderate
AD patients with HO subjects (Bernal-Rusiel et al., 2010).
Results
Demographic and cognitive profile
Both groups were statistically similar in age, gender and years of
education. As expected, they differed in global cognitive status and
memory function (Table 1). In particular, aMCI showed lower MMSE
scores (P= 0.01), impaired immediate (P=3 × 10−6) and delayed re-
call (P = 5 × 10−9) compared to HO subjects.
Plasma Aβ levels
Table 2 showsmean values of plasmaAβ levels inHO and aMCI. Over-
all, plasma Aβ levels differed between the two groups (F3,36 = 4.41,
P = 0.01). Univariate analyses revealed that aMCI subjects showed
significantly higher concentrations of Aβ40 (P = 0.006) and Aβ42
(P = 0.002) than HO subjects (Fig. 1B), whereas group differences in
the Aβ42/Aβ40 ratio didn’t reach significance.
PSG sleep
Table 3 summarizes sleep/wake results in the study population.
Briefly, REM sleep was significantly shortened (P = 0.03) and SWS
was more disrupted (P = 10−5) in aMCI than in HO subjects (Fig. 1A).
Table 1
Demographic and cognitive profile of the study population.
HO aMCI P
Age, yr 67 ± 5.5 69.8 ± 6.5 0.1
Gender (F/M) 10/11 6/15 0.2
Education, yr 8.6 ± 4.3 8.2 ± 5.4 0.8
CDR (sum of boxes) 0 0.5 N/A
MMSE 28.3 ± 1.3 26.7 ± 2.5 0.01*
Immediate recall 14.2 ± 2.9 9.3 ± 2.8 3 × 10−6*
Delayed recall 13.3 ± 2.7 6.5 ± 4 5 × 10−9*
Results are expressed as mean ± standard deviation. F/M (female/male). CDR: Clinical
Dementia Rating; CDR = 0: no dementia; CDR = 0.5: questionable or very mild
dementia; MMSE: Mini-Mental State Examination (0-30); N/A: not applicable.
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Subjective levels of daytime sleepiness were not statistically different
between the two groups (Table 3), ESS scores were below the cut off
for suspecting sleep disorders associated with excessive daytime sleep-
iness in all participants, and they were not significantly correlated with
either cognitive or sleep/wake variables considered in the present
study.
Relationships between disturbed sleep physiology and plasma Aβ levels
Evidence suggests that Aβ deposits are associatedwith sleep deficits
in APP-PS1 mice (Roh et al., 2012). To test if this relationship can be
extended to different aging trajectories in humans, we investigated
whether impaired sleep patterns (i.e., decreased REM and increased
SWS fragmentation) correlated with plasma Aβ levels in HO and aMCI
subjects. Regression analyses showed positive correlations between
density of SWS arousals and levels of Aβ42 in aMCI (F(3,20) = 3.8,
P = 0.03; r = 0.57, P = 0.02), but not in HO subjects (Fig. 1C). Sig-
nificant group differences in the relationship between these two
factors were further confirmed by comparing regression coefficients
(P= 0.002). No significant relationship was found between other plas-
ma Aβ markers and sleep changes neither in aMCI nor in HO subjects.
Group differences in cortical thickness
Group differences in cortical thickness were assessed for the original
sample (21 subjects per group; HO: mean age ± SD = 67 ± 5.5 yr;
aMCI: mean age ± SD = 69.8 ± 6.5 yr, t-Student P = 0.1; HO: 11
males and 10 females; HO: 15males and 6 females), and for a smaller
sample (16 subjects per group) matched in age (HO: mean ± SD =
68.8 ± 5.1 yr; aMCI: mean ± SD = 69 ± 5.2 yr; t-Student P = 0.9)
and gender (10 males and 6 females in each group).
Results obtainedwith the original sample (N=42 subjects) showed
a significant thinning of the right precuneus (Fig. SM1, left panel) in
aMCI subjects (corrected P b 0.0001; cluster size = 191 mm2), which
was confirmed in the age-gender matched sample (N = 32 subjects)
(uncorrected P b 0.0005; cluster size = 162 mm2) and extended to
posterior cingulate (uncorrected P b 0.002; cluster size = 58 mm2),
anterior cingulate (uncorrected P b 0.002; cluster size = 52 mm2), and
orbitofrontal cortex (uncorrected P b 0.003; cluster size = 100 mm2)
(Fig. SM1, right panel).
Relationships between disturbed sleep physiology and cortical integrity
We next examined if sleep deficits were associated with specific
patterns of cortical thinning in each group. Shortened REM sleep in
aMCI was significantly correlated with cortical thinning in the left
posterior cingulate (corrected P = 3 × 10−5), left precuneus
(corrected P = 4 × 10−4), and bilateral postcentral gyri (left:
corrected P=2× 10−4; right: corrected P=9× 10−7). These results
are displayed in Fig. 2A together with atlas-based cytoarchitectonic
delimitation of significant regions on cortical flattened surfaces
(Fig. 2B). No significant relationship between REM sleep and cortical
thickness was found in HO subjects. Table 4 includes additional in-
formation on significant correlations between reduced REM sleep
and cortical thinning in aMCI subjects.
When plasma levels of Aβ40 and Aβ42 were added to the general
linear model, most of the above significant correlations failed to reach
significance. In order to assess whether these findings stemmed from
a reduction of statistical power, correlation analyses were restricted to
regions in which REM sleep showed significant correlations with corti-
cal thickness. Most of correlations survived this analysis, except
for those performed with the precuneus, although significances
were restricted to smaller areas [27 mm2 for left posterior cingulate
and postcentral gyrus after adding Aβ40 as nuisance factor (r = 0.68;
Table 2
Plasma Aβ levels of the study population.
Aβ marker HO aMCI P
Aβ40 (pg/ml) 36.4 ± 3.9 56.6 ± 5.5 6 × 10−3*
Aβ42 (pg/ml) 4 ± 0.3 6.1 ± 0.4 2 × 10−3*
Aβ42/Aβ40 0.23 ± 0.08 0.12 ± 0.08 0.2
Results are expressed as mean ± standard error of the mean. *Post hoc after significant
MANCOVA, adjusted for age and gender.
Fig. 1. Sleep disturbances and plasma Aβ levels in aMCI subjects. A. Significant differences
in physiological sleep between HO and aMCI subjects. Arousal density in slow-wave sleep
(SWS, stage 3+4)wasdetermined bydividing thenumber of arousals in SWSby the time
(in hours) spent in SWS. REM: rapid-eye movement sleep. B. Significant differences in
plasmaAβ levels betweenHOand aMCI subjects. C. Regressionplot displaying correlations
between SWS arousals and plasma Aβ42 levels inHO (light grey circles) and aMCI subjects
(dark grey circles). All statistical analyses were adjusted for age and gender.
Table 3
Sleep/wake patterns of the study population.
HO aMCI P
Sleep parameters
TST (min.) 395.7 ± 30.7 372.6 ± 55.5 0.2
Sleep latency 11.7 ± 7.4 15 ± 7.1 0.1
Stage 2 (%) 34.6 ± 6.9 36.3 ± 9.3 0.3
SWS (%) 23.6 ± 7 22.7 ± 12.2 0.8
REM (%) 14.1 ± 3.4 10.1 ± 4.6 0.03*
Sleep efficiency (%) 83.8 ± 6.1 78.6 ± 11.5 0.3
Wake parameters
WASO (%) 13.2 ± 5.8 15.6 ± 6.2 0.5
AI Stage 2 0.31 ± 0.17 0.25 ± 0.13 0.1
AI SWS 0.05 ± 0.03 0.15 ± 0.08 2 × 10−5*
AI REM 0.18 ± 0.14 0.22 ± 0.09 0.2
Daytime sleepiness
ESS 5.2 ± 2.4 5.6 ± 3.5 0.6
Results are expressed as mean ± standard deviation. TST: total sleep time; WASO: wake
after sleep onset; SWS: slow-wave sleep; REM: rapid-eye movement sleep; AI: arousal
index. *Post hoc after significant MANCOVA, adjusted for age and gender.



































P = 5 × 10−5); 54 mm2 for left posterior cingulate (r = 0.67; P =
8 × 10−5) and 85mm2 for left postcentral gyrus (r= 0.48; P= 0.002)
after adding Aβ42 as nuisance factor]. These findings suggest that plas-
ma Aβ levelsmediate the relationship between REM sleep and thinning
of precuneus in aMCI subjects.
The density of arousals during SWS was not significantly related to
cortical thinning neither in HO nor in aMCI subjects, regardless of
whether or not plasma Aβ levels were added to the statistical model.
Relationships between plasma Aβ levels and cortical integrity
We further investigated whether changes in plasma Aβ levels corre-
lated with patterns of cortical thinning in each group. These analyses
showed that Aβ levels were not significantly related to changes in corti-
cal thickness in HO subjects. However, Aβ40 levels were significantly
related to thinning of bilateral posterior cingulate cortex (left: corrected
P=10−5; right: corrected P=4× 10−5) in aMCI subjects (Figs. 3A and
B, left panel). In line with the lack of relationship between density of
SWS arousals and cortical thickness in aMCI, adding SWS arousals as
nuisance variable to the statistical model had no effect on results (left:
corrected P=6× 10−5; right: corrected P=9× 10−5). On the contrary,
correlations between increased Aβ40 levels and thinning of bilateral
posterior cingulate cortex failed to reach significance when REM sleep
was added to the statistical model. In principle, this result matches
our expectations because both Aβ40 levels and REM duration correlated
with cortical thinning in the left posterior cingulate. However, a closer
look at results illustrated in Figs. 2 and 3 reveals that affected areas of
the left posterior cingulate were slightly different in each particular
case. Correlation with REM sleep was more evident in BA23 (Table 4)
whereas correlation with Aβ40 levels reached its maximum in BA31
(Table 5). When regression analyses were limited to these particular
regions adding either REM duration or Aβ40 levels as nuisance vari-
ables, the original correlations survived this analysis although results
were restricted to a smaller area (REM as nuisance: 41 mm2; r = 0.55;
P = 5 × 10−3; Aβ40 as nuisance: 27 mm2; r = 0.68; P = 5 × 10−6).
Results further revealed that increased Aβ42 levelswere significantly
associated with thinning of the right entorhinal cortex (corrected
P = 3 × 10−5) in aMCI subjects (Figs. 3A and B, right panel). This
relationship remained intact after adding density of SWS arousals to the
statistical model but vanished after introducing REM sleep as nuisance
variable. The latter was unexpected because REM duration was neither
related to Aβ42 levels nor to thinning of the right entorhinal cortex. To
better understand this result, we limited the regression analysis to
this region with REM as nuisance factor. The lack of relationship be-
tween Aβ42 levels and cortical thinning was confirmed; suggesting
that reduced REM sleep influenced the strength of association between
levels of Aβ42 and GM in the right entorhinal cortex of aMCI subjects.
Discussion
Evidence suggests that Aβ levels are modulated by the sleep-wake
cycle in mice and humans, peaks occurring in periods of greatest phys-
ical activity and valleys coinciding with sleep (Bateman et al., 2007;
Huang et al., 2012; Kang et al., 2009). Understanding relationships be-
tween Aβ levels and sleepmight have deep implications for the slowing
of AD progression, given that sleep disturbances are considered among
Fig. 2. Relationship between decreased REM sleep and cortical thinning in aMCI subjects. A. Sites of significant correlations between cortical thinning and decreased REM sleep in aMCI
subjects, after adjusting for age, gender and normalizedmean cortical thickness (corrected formultiple comparisons, P b 0.05; cluster extend threshold N90 vertices). LH: left hemisphere;
RH: right hemisphere. B. Representation of significant clusters on flattened cortical surfaces derived from human cytoarchitectonicmaps of the affected regions. Abbreviations for the pri-
mary somatosensory cortex (Greyer et al., 1999): A1, A2, A3a, A3b – Area 1, Area 2, Area 3a, Area 3b of primary somatosensory cortex; CS – central sulcus; ips – intraparietal sulcus; In –
insula. Abbreviations for the superior parietal lobe (Scheperjans et al., 2008): PCL – posterior paracentral lobe; CiS – cingulate sulcus; PrC – precuneus; CPD – cingulate postdorsal; CPV –
cingulate postventral; SuPS – subparietal sulcus; CS – central sulcus; POS – parieto-occipital sulcus.
Table 4
Relationship between reduced REM sleep and cortical thinning in aMCI subjects.
Cortical region (BA) Hemisphere CS (mm2) P T r
Postcentral gyrus (BA3) R 420 9 × 10−7 4.3 0.56
Postcentral gyrus (BA3) L 176 2 × 10−4 4.3 0.56
Precuneus (BA7) L 133 4 × 10−4 4.1 0.54
Posterior cingulate (BA23) L 76 3 × 10−5 5 0.6
BA: Brodmann area; L: Left; R: Right; CS: cluster size; P: corrected P-value for the cluster;
T: t statistic for the cluster. r: correlation value.
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the most troubling symptoms of AD (Loewenstein et al., 1982; Prinz
et al., 1982; Vitiello et al., 1990). A first look at the association between
the presence of Aβ aggregates and sleep has revealed that sleep deficits
occur after plaque formation in a mouse model of AD amyloidosis (Roh
et al., 2012). Our study extends thesefindings to aMCI subjects, and pro-
vides precise cortical correlates of the link between plasma Aβ levels
and sleep disturbances in this population at AD risk.
Linking plasma Aβ levels to impaired sleep in aMCI subjects
Accumulated evidence suggests that the MCI status results from a
constellation of pathologic, molecular and cellular mechanisms, in
which Aβ pathology plays a central role (Hardy and Selkoe, 2002).
Accordingly, postmortem studies have established that density of neurit-
ic plaques in neocortex and hippocampus is greater inMCI subjects than
in older adults cognitively intact, and considerably less in MCI than in
AD patients (Haroutunian et al., 1998). This result has been further con-
firmed by prospective studies showing that accumulation of Aβ plaques
in different neocortical regions strongly correlates with impaired cogni-
tive function along theMCI-AD continuum (Sabbagh et al., 2010). Given
that the pathogenic constituent of cerebral amyloid plaques are the
Aβ40 and Aβ42 isoforms, it is not surprising to find enhanced Aβ levels
in the brain of MCI subjects. The latter has been extensively corroborated
with [(11)C]Pittsburgh Compound B (PiB)-positron emission tomogra-
phy (PET) scans, showing that patterns of PiB retention inMCI largely re-
semble that observed in AD patients (Forsberg et al., 2008; Kemppainen
et al., 2007). Furthermore, PiB levels in the temporal cortex have demon-
strated accounting for episodicmemory deficits inMCI subjects (Chetelat
et al., 2011).
The current study reveals that increased plasma levels of Aβ42 paral-
lels higher SWS fragmentation in aMCI subjects. Mechanisms by which
Aβ-related brain pathology is associated with sleep disruptions have
started to be unveiled. Mutual interactions between Aβ-induced endo-
plasmic reticulum (ER) stress and sleep fragmentation could provide a
plausible explanation for this relationship. Aβ deposition triggers the
unfolded protein response (Chafekar et al., 2008; Nishitsuji et al.,
2009; Takahashi et al., 2009; Umeda et al., 2011), a cellular stress re-
sponse leading to perturbed calcium homeostasis, increased protein ac-
cumulation, loss of ER function, and activation of apoptotic cascades
when the ER stress response is persistent (Kim et al., 2008; Walter
and Ron, 2011). Sleep loss and sleep fragmentation have also demon-
strated exacerbation of the ER stress (Naidoo, 2012) together with
aging (Naidoo et al., 2008). Therefore, the combination of fragmented
SWS and high Aβ load may boost inadequate ER stress responses in
early stages of neurodegeneration, and ultimately pave the way for AD.
Our results do not clarify whether higher plasma Aβ levels lead to
sleep loss or vice versa. Different lines of evidence support the two
possibilities. First, it has recently been found that Aβ aggregates induce
neural damage that, in turn, leads to impaired sleep in APP-PS1 mice.
This damagewas attributed to a loss ofmetabolic coupling between lac-
tate and diurnal Aβ oscillations impeding Aβ clearance by astrocytes
and causing synaptic failures due to neurotoxic effects of glutamate ac-
cumulation (Roh et al., 2012). Second, HO subjects under conditions
resulting in poor sleep quality, like sleep-disordered breathing (Yaffe
et al., 2011) and circadian disturbances (Tranah et al., 2011), have
shown increased risk to developing MCI or dementia. And these sleep
disturbances are intensified with severity of AD (Moe et al., 1995).
However, mechanisms by which disrupted sleep could exacerbate
Aβ-related pathology remain unknown to date. One potential explana-
tion comes from aging-related dysfunctions of the hypothalamic-orexin
Fig. 3. Relationship between increased plasma Aβ levels and cortical thinning in aMCI subjects. A. Sites of significant correlations between cortical thinning and decreased REM sleep in
aMCI subjects, after adjusting for age, gender and normalizedmean cortical thickness (corrected formultiple comparisons, P b 0.05; cluster extend threshold N90 vertices). LH: left hemi-
sphere; RH: right hemisphere. B. Representation of significant clusters on flattened cortical surfaces derived from human cytoarchitectonic maps of the affected regions. Abbreviations
for the superior parietal lobe (Scheperjans et al., 2008): PCL – posterior paracentral lobe; CiS – cingulate sulcus; PrC – precuneus; CPD – cingulate postdorsal; CPV – cingulate postventral;
SuPS – subparietal sulcus; CS – central sulcus; POS – parieto-occipital sulcus. Abbreviations for the entorhinal cortex (McDonald et al., 2000): EC – entorhinal cortex; PHC –
parahippocampal cortex; FG – fusiform gyrus; iTC – inferior-temporal cortex; LG – lingual gyrus.
Table 5
Relationships between increased plasma Aβ levels and cortical thinning in aMCI subjects.
Cortical region (BA) Hemisphere CS (mm2) P T r
Aβ40











Entorhinal cortex (BA28) R 282 3 × 10−5 5 0.62
Aβ40 (SWS as nuisance factor)










Aβ42 (SWS as nuisance factor)
Entorhinal cortex (BA28) R 177 4 × 10−4 2.3 0.34
Aβ: amyloid-beta; BA: Brodmann area; SWS: slow-wave sleep; L: Left; R: Right; CS: cluster
size; P: corrected P-value for the cluster; T: t statistic for the cluster. r: correlation value.



































system. Endogenous orexins are involved in maintaining wakefulness
(Saper et al., 2005) and also participate in the regulation of diurnal oscil-
lations of extracellular Aβ (Kang et al., 2009). Thus, sleep loss and orexin
infusion have shown to disrupt the diurnal rhythm of Aβ oscillation,
leading to increased Aβ burden. Both scenarios were reversed with
the infusion of a dual orexin receptor antagonist (Kang et al., 2009).
Interestingly, overexpression of orexin in transgenic mice resulted in
reduction of REM sleep and non-REM sleep fragmentation (Makela
et al., 2010; Mieda et al., 2004), the two sleep markers featuring aMCI
(Hita-Yañez et al., 2012). Finally, aging-related sleep-wake instability
produced increased ER stress and ER dyshomeostasis in orexinergic
and noradrenergic wake neurons (Naidoo et al., 2011). Therefore,
aging, high Aβ levels and poor sleep quality are elements that in combi-
nation may trigger a positive feedback loop that would ultimately facil-
itate the progression of AD.
Relationship between impaired sleep and cortical loss in aMCI subjects
We found that reduced REM sleep in aMCI subjects was significantly
associatedwith thinning of the bilateral postcentral gyrus, left posterior
cingulate, and left precuneus. Although the two first associations were
maintained when Aβ40 and Aβ42 concentrations were added to the
statistical model, correlation with the left precuneus was missed.
Accordingly, the strength of the association between REM duration
and cortical loss in aMCI is largely independent of plasma Aβ levels in
the postcentral gyrus and posterior cingulate, but partially dependent
on Aβ levels in the left precuneus. Involved regions are of particular
interest because they have shown GM loss in early stages of AD, as
confirmed in the current study. Thus, aMCI subjects showed thinning
of precuneus (corrected results) that was extended to anterior and
posterior cingulate cortex (uncorrected results) when both groups
were matched in age-gender (Fig. SM1).
Additional studies have revealed significant atrophy of the posterior
cingulate cortex in MCI subjects (Chetelat et al., 2002), even in the
absence of damage in the anterior cingulate cortex, suggesting that it
is not merely a marker of global cortical atrophy associated with incip-
ient neurodegeneration (Pengas et al., 2010). Regarding the precuneus,
evidence suggests that this region is more vulnerable to the accumula-
tion of Aβ plaques during the course of disease (Driscoll et al., 2012;
Rowe et al., 2007), which may account for its atrophy (Apostolova
et al., 2007; Spulber et al., 2012; see also group differences in cortical
thickness showed in the Supplementary Material 1) and significant
hypometabolism in MCI subjects (Morbelli et al., 2010), as well as for
the relationship between increased plasma Aβ levels and cortical thin-
ning observed in the present study. The precuneus also suffers from
connectivity disruptions in non-demented older individuals with in-
creased amyloid burden, pointing to a particular susceptibility of this
cortical area to early neurodegeneration and functional disconnection
in MCI subjects (Drzezga et al., 2011). Finally, cortical thinning of the
postcentral gyrus has recently been associated with APOE-ε4 and
microtubule-associated protein tau (MAPT-H1) genetic variants in
older adults with aMCI (Goñi et al., 2013), and has been further correlat-
ed with aberrant patterns of thalamic functional connectivity inMCI and
AD patients (Zhou et al., 2013). Both genetic susceptibility and disrupted
connectivity suggest that the loss of integrity of the postcentral gyrus
might also signal early stages of neurodegeneration.
Shortening of REM sleep observed in aMCI subjects may arise in
response to the vulnerability of brainstem neurons involved in REM
sleep generation to AD pathology. Accordingly, neurons of the
pedunculopontine and laterodorsal tegmentum, essential for the
generation of REM sleep, have shown morphological changes in AD
brains (Giess and Schlote, 1995; Mufson et al., 1988; Terry and
Katzman, 1983). These neurons send cholinergic projections to the nu-
cleus basalis of Meynert (Thakkar et al., 1996; Webster and Jones,
1988), considered as the major source of cholinergic innervation for
the entire cortical mantle (Mesulam and Geula, 1988). The basal
forebrain cholinergic territories and their cortical projections not only
are significantly affected in AD patients (Arendt et al., 1985; McGeer
et al., 1984; Teipel et al., 2011; Vogels et al., 1990; Whitehouse et al.,
1981), but also have shown decreased volume in aMCI subjects that
was further associatedwith impaired recall (Grothe et al., 2010). There-
fore, it might happen that REM deficits observed in aMCI could indicate
the level of AD pathology in the basal forebrain cholinergic system, de-
creasing the number of cholinergic fibers to targeted cortical regions,
which in turn could result in loss of cortical function and anatomical
integrity.
In agreement with this hypothesis, the posterior cingulate and
the precuneus are both targets of a progressive reduction in cortical
acetylcholinesterase-rich fibers from normal aging to AD (Geula and
Mesulam, 1989) and of the widest range of AD lesions (Brun and
Englund, 1981). Furthermore, nicotinic cholinergic binding has been
shown to be significantly reduced both in the nucleus basalis ofMeynert
(Araujo et al., 1988; Shimohama et al., 1986) and in the postcentral
gyrus (London et al., 1989) of AD patients, providing a plausible expla-
nation for the relationship between thinning of postcentral gyrus and
shortened REM sleep in aMCI subjects.
Associations between plasma Aβ levels and cortical loss in aMCI subjects
Aberrant APPmetabolism leading to aggregation of soluble Aβ40 and
Aβ42 oligomers has largely been considered the primary trigger for the
development of AD (Selkoe, 1994). Previous studies have assessed rela-
tionships between CSF Aβ42 levels and GM atrophy in MCI subjects
(Desikan et al., 2010; Fjell et al., 2010; Herukka et al., 2008; Vemuri
et al., 2009), although only one of these studies used aMCI (Vemuri
et al., 2009) whereas none of them combined plasma Aβ42 levels with
cortical thickness in the same study. Here, we found in aMCI subjects
that increased plasma levels of Aβ40 and Aβ42 were related to thinning
of posterior cingulate and entorhinal cortex, respectively; both struc-
tures considered canonical AD regions. While the former relationship
was independent of sleep deficits, the latter vanished when REM
duration was added to the statistical model. The influence of REM
sleep on thinning of the right entorhinal cortex was later confirmed,
when the regression analysis was limited to this region.
In line with these findings, previous evidence has shown that insol-
uble Aβ42 extracted from entorhinal cortex is correlated with density of
neuritic plaques as well as with the Braak stage (Forman et al., 2007).
Furthermore, MCI subjects have shown fewer neurons in the entorhinal
cortex thanHO subjects, decreasing the number of neurons in layer II by
60% and in layer IV by 40% (Gomez-Isla et al., 1996). Our study further
showed that decreased REM sleep significantly contributed to correla-
tions between Aβ42 levels and thinning of the entorhinal cortex in
aMCI subjects, suggesting that both REM deficits and elevated plasma
Aβ42 levels might signal incipient damage of the entorhinal cortex in
older adults at risk for AD. This finding strengthens the hypothesis
that REM loss might facilitate and/or accompany lesions of canonical
AD regions involved in early neurodegeneration. Furthermore, recent
evidence suggests that sleep improves Aβ clearance (Xie et al., 2013),
a biological function that might be significantly altered in aMCI subjects
due to the presence of sleep disturbances (Geda et al., 2004; Hita-Yañez
et al., 2012; Lee et al., 2008;Westerberg et al., 2012). Thus, sleep deficits
might lead to accumulation of Aβ oligomers and amyloid depositions, as
a consequence of failures in themechanisms to remove these neurotoxic
products that accumulate in the brain during wakefulness (Bateman
et al., 2007; Huang et al., 2012; Kang et al., 2009).
Although originally unexpected, we also found significant correla-
tions between plasma Aβ40 levels and thinning of the posterior cingu-
late. This finding might indicate that highly amyloidogenic Aβ species,
such as Aβ42, are not necessarily more neurotoxic than a less or non-
amyloidogenic Aβ specie, such as Aβ40.
Whether plasma Aβ levels are useful markers of brain amyloidosis
remains controversial to date (Hampel et al., 2011; Koyama et al.,
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2012; Rissman et al., 2012; Takeda et al., 2010). While some studies
have found correlations between plasma Aβ levels and dementia risk
and/or disease progression (Mayeux et al., 2003; Schupf et al.,
2008; van Oijen et al., 2006), such findings are largely inconsistent
(Fukumoto et al., 2003; Hansson et al., 2010; Roher et al., 2009).
Our study confirms that plasma Aβ40 levels (van Oijen et al., 2006)
and Aβ42 (Mayeux et al., 2003; Schupf et al., 2008) are significantly
higher in aMCI than in HO subjects. However, we failed to establish
group differences in the Aβ42/Aβ40 ratio, despite this ratio showed
a better diagnostic performance when compared with plasma Aβ42
alone (Fei et al., 2011). Although the lack of significant results with
the Aβ ratio could be due to the small sample and/or the possible
heterogeneity of our aMCI sample, it could also be linked to the cross-
sectional nature of our study design. The latter explanation is supported
by previous evidence showing that the Aβ42/Aβ40 ratio was helpful in
identifying cognitively normal subjects who were at increased risk of
developing either MCI or AD (Graff-Radford et al., 2007).
Study limitations
This study has several limitations that need mentioning. Firstly,
evidence suggests that sleep respiratory breathing disorders appear
more frequently in MCI than in HO subjects (Bombois et al., 2010).
Furthermore, sleep respiratory abnormalities have been observed in
50% of the subjects older than 65 years even in the absence of obstruc-
tive sleep apnea syndrome symptoms (Pavlova et al., 2008). Although
we were unable to exclude the presence of sleep respiratory breathing
disorders in our aMCI sample on the basis of conventional PSG record-
ings, it might be valuable to mention that all participants and their
bed partners reported no related complaints or previous history of
these disorders during the neurologic exploration. Furthermore, subjec-
tive levels of daytime sleepiness didn't differ between HO and aMCI
subjects, individual ESS scorings were in all cases below the cut off for
suspecting sleep disorders associatedwith excessive daytime sleepiness,
and they were unrelated to either cognitive or sleep/wake variables
assessed in our study. Nevertheless, further PSG studies including poly-
graphic respiratory measures are needed to determine whether altered
sleep patterns and reductions in GM reported in aMCI subjects have a
neurodegenerative basis or, in contrast, are due to exacerbated sleep re-
spiratory breathing disorders (Canessa et al., 2011; Macey et al., 2002).
Secondly, the sample size employed in this study was small and
lacked in vivo markers of AD pathology (i.e., CSF Aβ-tau and/or
amyloid-PET). Further research with larger populations including the
above markers is required to increase the generalizability of our results
and to put them in context of AD.
Finally, significant relationships between sleep parameters and
cortical thickness were based on vertex-wise statistical analyses imple-
mented in general linear models. Therefore, conclusions were mainly
grounded in correlations, impeding us to establish a causal relationship
between the different markers evaluated. For a better understanding of
interactions between plasma Aβ levels, sleep disturbances and loss of
cortical integrity in early stages of neurodegeneration, future investiga-
tions should be aimed at determining the direction of influence be-
tween these markers by modelling interactions between them.
Conclusions
The present study shows that increased plasma Aβ42 levels are
significantly associatedwith fragmented SWS in aMCI subjects, suggest-
ing that sleep disruptions may signal Aβ burden in persons at increased
risk for AD.We further showed that both reduced REMsleep andplasma
Aβ levels in aMCI subjects were significantly related to thinning of cor-
tical regions targeted by AD neuropathology. Collectively, these results
provide a preliminary link between altered sleep physiology, increased
plasma Aβ levels and cortical thinning in older adults with aMCI. Future
research with larger cohorts including CSF and/or PET-amyloid
imaging markers is required to confirm that associations reported
in the present study are reflective of cerebral Aβ pathology featuring
early neurodegeneration.
Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.neuroimage.2014.05.027.
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ABSTRACT 
Tremendous progress has been made over the few last years in understanding how sleep 
and amyloid-β (Aβ) interact to speed up the progression of Alzheimer's disease (AD). 
However, there remains the question of whether sleep interacts with other risk factors 
that exacerbate the pathological cascade of AD. Based on evidence showing that 
increased levels of homocysteine (HCY) and poor sleep produce oxidative damage 
leading to brain atrophy, we here investigate whether the relationship between HCY and 
total antioxidant capacity (TAC) is mediated by sleep in healthy older (HO, N=21) 
adults and mild cognitive impairment (MCI, N=21). We show that reduced TAC in 
MCI was significantly correlated with increased HCY, shortened sleep duration, 
decreased sleep efficiency, and gray matter (GM) loss in the temporal lobe. However, 
only the HCY-TAC association distinguished MCI from HO, and this relationship was 
mediated by sleep. Finally, we demonstrate that HCY-related GM loss in MCI depends 
on the serial relationship between poor sleep and decreased TAC levels. These findings 
provide novel insights into how impaired sleep may contribute to self-perpetuating the 
relationship between HCY and oxidative stress in prodromal AD, and offer empirical 








































One of the hallmarks of aging is the pervasive accumulation of mitochondrial reactive 
oxygen species (ROS) followed by the decreased ability of cells to defend against and 
recover from oxidative insults1. Age-induced alteration of the cellular oxidative 
environment disrupts the homeostasis of the endoplasmic reticulum (ER), resulting in 
accumulation and aggregation of unfolded proteins, which in turn lead to a condition 
referred to as ER stress2. Given that age-related oxidative stress and impaired cellular 
stress adaptation increases the vulnerability of neurons to degeneration3, it is hardly 
surprising that mitochondrial dysfunction, impaired antioxidant enzymatic activity, and 
ROS overproduction are among the earliest events in Alzheimer’s disease (AD)4. 
Indeed, patients with mild cognitive impairment (MCI), considered the prodromal stage 
of AD, already show signatures of oxidative damage in both brain tissue5 and in the 
blood stream6. 
Previous studies suggest that other markers of MCI/AD, such as homocysteine (HCY)7 
and sleep8, may also exacerbate oxidative stress and AD pathology. Thus, elevated 
levels of HCY have been shown to affect redox signaling pathways in neuronal cells9 
and instigate Aβ aggregation10, likely accounting for HCY-related cerebral atrophy 
patterns observed in prodromal AD11. On the other hand, sleep loss has been associated 
with ROS-induced oxidative stress in middle-aged flies12, activation of a maladaptive 
ER stress response in old mice13, and Aβ aggregation in transgenic mouse models of 
amyloidosis14. However, it remains unknown whether the association between HCY and 
brain atrophy is determined by the intrinsic relationship between TAC and sleep. The 
current study seeks to address this issue by performing overnight polysomnographic 
(PSG) recordings, high-resolution cerebral MRI scans, and serum measures of HCY and 
total antioxidant capacity (TAC) in HO adults and MCI patients. 
The following hypotheses motivated our approach: 1) the HCY-TAC relationship will 
be stronger in MCI than in HO. This assumption was based on the fact that a combined 
pattern of elevated HCY and decreased TAC appeared to be more specific to MCI/AD 
than HCY alone15, which is considered an unspecific risk factor for a variety of 
neurodegenerative conditions16; 2) the HCY-sleep relationship will be present in both 
HO and MCI, as inferred from studies showing that elevated HCY levels are more 



































regardless of their clinical status17; 3) MCI patients will show a stronger sleep-TAC 
relationship than HO as supported by evidence showing associations between shortened 
sleep durations and decreased TAC levels in different clinical populations18,19; and 4) all 
these factors (i.e., HCY, TAC and sleep) will be related to each other in MCI because of 
their proven influence on Aβ accumulation, which would account for HCY-sleep 
associated patterns of brain atrophy11,20. 
MATERIALS AND METHODS 
Subjects 
Twenty-one patients with amnestic MCI (11 females, mean age: 68.7 ± 7.4 yr) and 21 
cognitively healthy older (HO) subjects (10 females, mean age: 66.6 ± 5.2 yr) were 
enrolled in the study. Participants were primarily recruited from senior citizen’s 
associations, memory screening programs, and hospital dementia services. Informed 
consent was obtained from all participants, and the Ethical Committee for Human 
Research at the Pablo de Olavide University approved all procedures in accordance with 
the declaration of Helsinki. 
All participants received a neurological examination. Subjects diagnosed with amnestic 
MCI showed an idiopathic amnestic disorder with absence of impairment in cognitive 
areas other than memory, and all of them met core clinical criteria for aMCI due to AD 
with an intermediate level of certainty. Elderly depression was excluded based on the 
shortened version of the Geriatric Depression Scale (scores ≤ 5). Inclusion criteria for 
HO subjects were normal cognitive performance relative to appropriate reference values 
for age and education, Clinical Dementia Rating (CDR) global score of 0 (no dementia), 
and normal independent function, judged both clinically and by means of an interview 
for deterioration in daily living activities. None of the participants were taking 
cholinesterase inhibitors and/or sedative-hypnotic drugs at the time of recruiting or 
during the study, nor did they report sleep-disordered breathing, movement disorders 
during sleep, or unusual sleep schedules (e.g., shift work), as corroborated by bed 
partners and/or caregivers. 
 


































Measures of TAC and HCY 
Overnight fasting serum samples were collected from all participants, stored at −80ºC, 
and thawed immediately before assay. To estimate serum TAC levels, we employed an 
improved oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay with fluorescein as the 
fluorescent probe21. This methodology provides a direct measure of hydrophilic chain-
breaking antioxidant capacity against peroxyl radicals, and considers both inhibition 
time and inhibition percentage of free radical action in the quantification. ORAC was 
determined in samples without proteins by diluting the serum with 0.5 M perchloric 
acid and centrifuging at 4ºC (14,000 rpm) for 8 minutes. The recovered supernatant was 
diluted 19-fold in 5mM phosphate-buffered saline. Fluorescence was measured at 37ºC 
on a Victor X3 multilabel plate reader spectrophotometer (PerkinElmer, USA) at 485 
nm and 535 nm wavelengths for excitation and emission, respectively. Trolox was used 
as standard, and ORAC was expressed as Trolox equivalents in micromole per litre of 
serum (µM/L). Final ORAC values were calculated by using a regression equation 
between the Trolox concentration and the net area under the fluorescein decay curve. 
Reactions were carried out in triplicate and coefficients of variation were below 10%. 
As over half of the antioxidant capacity of human blood is derived from uric acid, 
measures of uric acid were obtained by enzymatic methods and subtracted from ORAC 
values before analysis. 
Serum HCY levels were also obtained from each participant using standard enzymatic 
methods (A15 Random Access Analyzer, Biosystems, Spain). 
PSG recordings 
Overnight PSG recordings were performed in a sound-attenuated bedroom with infrared 
video-controlled supervision. The PSG protocol included 59 EEG standard locations 
according to the International 10-10 System, vertical and horizontal electrooculography, 
and electromyography of submental muscles. Signals were filtered (0.1-100 Hz 
bandpass), digitized (250 Hz, 16-bit resolution), and stored for subsequent analyses 
(BrainAmp MR, Brain Products, Germany). A technician blind to the purpose of study 






































Structural cerebral images were acquired on a Philips Achieva 3T MRI scanner 
equipped with an 8-channel head coil. T1-weighted magnetization-prepared rapid 
gradient echo (MP-RAGE) cerebral images were obtained for each participant. 
Acquisition parameters were empirically optimized for gray/white contrast (repetition-
time = 2300 ms, echo-time = 4.5 ms, flip angle = 8º, matrix dimensions 320 x 320, 0.8 
isotropic voxel, no gap between slices, time per acquisition = 9.1 min). 
MRI data were preprocessed using the voxel-based morphometry (VBM) approach 
integrated in SPM12 (Wellcome Trust Center for Neuroimaging; 
www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm). Briefly, T1-weighted brain images were manually 
reoriented to the anterior commissure and further segmented into different 
compartments following the unified segmentation implemented in SPM12. Next, the 
diffeomorphic anatomical registration through an exponentiated lie algebra (DARTEL) 
algorithm was applied to segmented brain images. Gray matter (GM) maps were 
spatially normalized into the Montreal Neurological Institute (MNI) brain space, and 
smoothed with an isotropic Gaussian kernel of 12 mm full-width at half-maximum. 
Statistical analysis 
Statistical analysis of demographic variables, TAC and HCY measures, and sleep 
parameters were conducted in SPSS v22 (SPSS inc., USA). Gender was inspected using 
the Chi-square test while the remaining demographic variables were assessed with 
unpaired t-tests. Group differences in sleep, TAC and HCY levels were evaluated by 
analyses of covariance (ANCOVA) with age and gender as nuisance when they 
achieved statistical significance. Linear regression analyses were further conducted in 
each group to assess if changes in sleep and HCY were associated with variations in 
TAC levels, and if HCY levels helped to explain the variance in sleep. These analyses 
were adjusted by those demographic variables that explained a significant part of the 
variance in the dependent variable. If regression coefficients achieved statistical 
significance in at least one group, we proceeded to compare regression coefficients 
between the two groups. 
Based on the general linear model implemented in SPM12, voxel-wise linear regression 
analyses were performed in each group to assess whether TAC/HCY levels predicted 


































changes in GM volume. Again, if the relationship reached significance in at least one 
group, we proceeded to evaluate group differences in the strength of correlations. These 
analyses were adjusted by age and gender when they achieved statistical significance. 
The resulting statistical maps were thresholded at P<0.05 at the cluster level using the 
family-wise error (FEW) rate.  
Path analysis was conducted to examine our initial hypothesis that sleep in MCI is a 
mediator of the relationship between HCY and TAC levels. The basic single mediation 
model is depicted as a path diagram in Figure 2A-B. Specifically, this model evaluates 
whether HCY levels explain changes in different sleep parameters (path β1), which in 
turn are expected to account for variations in TAC (path β2). The path c’ represents the 
relationship between HCY and TAC after controlling for the influence of sleep. The 
single mediators (sleep parameters) were considered to mediate this relationship if the 
joint significant test (paths β1 and β2) and the product-of-coefficients (β1*β2) were 
significantly nonzero, and if the total effect of HCY on TAC (path c) reached 
significance. Demographic variables were included as nuisance in the model if they 
explained a significant part of the variance in the mediator and/or the dependent 
variable. Inference was determined by 95% bias-corrected bootstrap confidence 
intervals from 10,000 bootstrap samples. These analyses were performed with the 
Andrew Hayes' PROCESS macro in SPSS.  
If results support the idea that both increased HCY and decreased TAC are associated 
with GM loss in MCI, we will further test the hypothesis that the relationship between 
HCY and GM is mediated by the relationship between sleep and TAC. The serial 
multiple-mediator model used to test this hypothesis is depicted in Figure 2C. 
RESULTS 
Demographic, cognitive profile, sleep and blood markers 
Table 1 shows mean and standard deviations for all variables included in the study for 
HO and MCI individuals. While both groups were statistically homogeneous in 
demographics, MCI patients showed lower scores in global cognitive function (P = 
0.005), immediate (P = 10-6) and delayed memory (P = 10-8). As previously reported, 



































disrupted (P = 10-5) in MCI compared to HO subjects20. Although both sleep duration 
and sleep efficiency showed a trend toward reduction in MCI, these differences did not 
achieve statistical significance. 
TAC levels, reflected by ORAC values, were significantly decreased in MCI compared 
to HO (P = 0.03). Neither HCY levels nor the proportion of subjects with clinical HCY 
values (>14 µmol/l) (28.6% of controls vs. 47.6% of MCI) allowed us to distinguish the 
two groups, likely due to the small sample size employed in the present study. 
Table 1. Demographic, cognitive, sleep, and peripheral markers. 
          HO       MCI 
Age, yr 
Gender (F / M) 
Education, yr 









AI Stage 2 
AI SWS 
AI REM 
Sleep efficiency (%) 
TAC (µM/L) 
Homocysteine (µM/L) 
67. ± 5.5 
10 / 11 
8.6 ± 4.3 
0 
28.3 ± 1.3 
14.2 ± 2.9 
13.3 ± 2.7 
395.7 ± 30.7 
34.6 ± 6.9 
23.6 ± 7 
14.1 ± 3.4 
13.2 ± 5.8 
0.31 ± 0.17 
0.05 ± 0.03 
0.18 ± 0.14 
83.8 ± 6.1 
440.8 ± 301.4 
14.0 ± 4.9 
69.8 ± 6.5 
6 / 15 
8.2 ± 5.4 
0.5 
26.7 ± 2.5* 
9.3 ± 2.8* 
6.5 ± 4* 
372.6 ± 55.5 
36.3 ± 9.3 
22.7 ± 12.2 
10.1 ± 4.6* 
15.6 ± 6.2 
0.25 ± 0.13 
0.15 ± 0.08* 
0.22 ± 0.09 
78.6 ± 11.5 
270.5 ± 187.5* 
15.1 ± 4.7 
Results are expressed as mean ± standard deviation. CDR: Clinical 
Dementia Rating; CDR = 0: no dementia; CDR = 0.5: questionable or 
very mild dementia; MMSE: Mini-Mental State Examination; TST: total 
sleep time; WASO: wake after sleep onset; SWS: slow-wave sleep; REM: 
rapid-eye movement sleep; AI: arousal index. *The statistical test for 
group differences reached significance (P<0.05). 
 


































Group differences in GM volume 
Compared to HO, MCI patients showed a significant reduction of the right 
hippocampus (PFWE-corrected = 0.002; MNI coordinates of the peak voxel: [33 -11 -15]), 
left middle temporal gyrus (PFWE-corrected = 0.001; [-45 -36 5]) and right inferior frontal 
gyrus (PFWE-corrected = 0.001; [32 23 27]). 
Relationship between HCY, TAC and sleep 
We examined whether HCY and sleep parameters were associated with TAC levels in 
each group. Scatter plots showing these relationships for HO and MCI are shown in 
Figure 1. Linear regression analyses revealed that shortened sleep duration (R2 = 0.50; 
F2,18 = 8.9; P = 0.002) and reduced sleep efficiency (R2 = 0.40; F2,18 = 6.1; P = 0.01) 
significantly correlated with decreased TAC levels in MCI. No relationship between 
sleep and TAC levels was found in HO. Neither regression coefficients differed 
between groups.  
Next, we evaluated whether HCY levels predicted changes in sleep in each group 
separately. Results showed that increased HCY were significantly correlated with 
shortened sleep duration (R2 = 0.56; F2,18 = 11.3; P = 0.001) and reduced sleep 
efficiency (R2 = 0.45; F2,18 = 7.4; P = 0.005) in MCI. Despite the fact that these 
associations were absent in HO subjects, regression coefficients did not significantly 
differ between groups. Conversely, we found a stronger association between higher 
HCY and decreased TAC levels in MCI than in HO (F4,37 = 4.5; P = 0.005; Beta = -1.1; 
t = -2.3; P = 0.026), this relationship reaching statistical significance only in the former 





















































Figure 1. Correlations between TAC, HCY, and sleep. Scatter plots of residuals after linear 
regression of TAC/HCY against total sleep time/sleep efficiency for HO (in blue) and MCI (in 
orange). The relationship between HCY and TAC is shown in the bottom panel. The 
coefficients of determination (R2) and probability (p value) for each group are also indicated. 
Having characterized the close association between HCY, TAC and sleep in MCI, we 
next sought to determine if sleep acted as a mediator of the relationship HCY-TAC. 
Joint and indirect effects derived from single mediation models indicated that this 
occurred in MCI, but not in HO subjects. More specifically, we found that increased 
levels of HCY resulted in poorer objective sleep (i.e., shortened sleep duration and 
reduced sleep efficiency), which in turn led to significant reductions of TAC levels in 
MCI (Figure 2A and 2B, respectively). Conversely, HCY did not mediate the impact of 
sleep on TAC. 
 







Figure 2. Single and multiple mediation effects. Standardized regression coefficients (standard 
error) for the relationship between HCY and TAC as mediated by total sleep time (A) or sleep 
efficiency (B) in MCI. (C) Standardized regression coefficients (standard error) for the 
relationship between HCY and GM loss as serially mediated by total sleep time/sleep efficiency 
and TAC in MCI. The standardized regression coefficient (standard error) between HCY and 
TAC or between HCY and GM before (c) and after controlling for either sleep or sleep and 
TAC (c’) are also indicated. Standardized regression coefficients (standard error) for the two-
path (β1*β2) and three-path (β1*β3*β5) indirect effects together with the 95% bias-corrected 
bootstrap confidence intervals from 10000 bootstrap samples are indicated in the bottom part of 
each model. *P<0.05; **P<0.005; ***P<0.001. 
Serial relationship between HCY, TAC, sleep, and GM 
Regression analyses revealed a positive correlation in MCI between TAC and GM in 
the left middle temporal lobe (PFWE-corrected = 0.002; MNI coordinates of the peak voxel: 
[-60 -57 9]). These results are illustrated in Figure 3A. Interestingly, GM loss in this 
region was further associated with increased HCY levels in MCI (PFWE-corrected = 0.014; 
[-53 -54 6]). Group comparison of regression coefficients did not achieved statistical 





































Figure 3. Correlations between HCY/TAC and GM. (A) Significant results derived from a 
linear regression between TAC and GM (p< 0.05; FWE corrected) in MCI. Scatter plots of 
residuals after regression of TAC (B) or HCY (C) against GM for HO (in blue) and MCI (in 
orange). The coefficients of determination (R2) and probability (p value) for each group are also 
indicated. 
Given that GM loss in the same brain region (i.e., left middle temporal lobe) was 
significantly correlated with both increased HCY and decreased TAC levels, we tested 
the serial multiple-mediation effect illustrated in Figure 2C. Results derived from this 
model showed that joint effects and the three-path indirect effect reached statistical 
significance for both total sleep time and sleep efficiency, but only in MCI (Figure 2C). 
Reversing the direction of the mediation (HCY ! TAC ! sleep ! GM loss) and of the 
dependent and independent variables (GM loss ! sleep ! TAC ! HCY) yielded non-
significant results. 
DISCUSSION 
The present study provides the first evidence that poor sleep quality in MCI, in addition 
to being independently associated with reduced TAC and increased HCY, mediated the 
relationship between HCY and TAC, two factors prominently involved in the 
pathological cascade of AD4,10. Furthermore, we found that HCY-related GM loss in 
MCI was determined by the serial relationship between sleep and TAC, revealing a 
complex association between risk factors and sleep from prodromal AD stages. While 
still correlative in nature, these findings lends credence to the hypothesis that HCY 
activates a damaging reciprocal process that disturbs methylation and/or redox 
homeostasis by enhancing Aβ neurotoxicity23, and that sleep loss plays a key role in 
exacerbating this pernicious cycle in MCI. Given the modifiable nature of these factors, 


































our results raise the possibility that tailoring interventions aimed at both lowering HCY 
levels and improving sleep quality may contribute to slowing cognitive decline and 
progression of AD. 
To the best of our knowledge, this is the first study to pinpoint an association between 
objective sleep and TAC in prodromal AD. Our results reveal that both shortened sleep 
duration and reduced sleep efficiency were associated with decreased TAC levels in 
MCI. We postulate that an increase in soluble Aβ species and/or deposition of Aβ 
aggregates may be the critical factor in determining such an association. This increase 
creates a vicious cycle wherein poor sleep and Aβ accumulation are mutually 
strengthened, subsequently producing oxidative damage that leads to increased Aβ 
burden, which in turn contributes to the reinforcement of this positive-feedback loop.  
This hypothetical model, illustrated in Figure 4, is based on evidence supporting the 
existence of a bi-directional relationship between sleep and Aβ deposition24, and 
between Aβ aggregation and Aβ-induced oxidative stress25. Regarding the sleep-Aβ 
relationship, previous studies have shown that sleep loss increases CSF Aβ levels in 
rodents14 and in humans with presenilin mutations26. Further, the sleep-wake cycle 
suffers following plaque formation in transgenic mouse models of amyloidosis (26). In 
the relationship between Aβ and oxidative stress, evidence suggests that! Aβ 
accumulation induces ROS that in turn increases Aβ production and aggregation, 
ultimately accelerating the progression of AD27. This model is complemented by studies 
that demonstrate a bi-directional relationship between sleep loss and increased oxidative 
stress with age12. 
The relationship between poor sleep quality and reduced TAC levels in MCI could also 
be due to the presence of sleep-disordered breathing, characterized by recurrent arousals 
from sleep and intermittent hypoxemia. Sleep-disordered breathing has been associated 
with advanced cognitive decline in the elderly28 and greater Aβ burden in MCI29. In the 
light of these considerations, previous studies have shown that hypoxia causes sleep 
fragmentation, both conditions related to increased inflammation and aggravation of AD 
pathology30. Moreover, hypoxia produces oxidative damage to cellular compartments, 
especially in the vascular endothelium and neuronal cell bodies31, and increases cellular 
apoptosis in hippocampus and cortex32. Future studies should therefore clarify whether 
sleep-disordered breathing contributes independently or synergistically to the 



































Our findings provided the first link between HCY and sleep in MCI. Previous studies 
have revealed that combined exposure to HCY and copper promotes oxidative damage 
and enhances Aβ neurotoxicity in neuronal cultures33. These findings are complemented 
by others showing that copper is associated with CSF Aβ in AD patients34, likely 
because copper accumulation in brain vessels disrupts Aβ clearance35. Whether the 
serial relationship between HCY, copper and Aβ aggregation is affecting sleep in 










Figure 4. Hypothetical model linking our results with other potentially intervening factors. 
Gray boxes and black solid arrows are based on findings of the current study; while white boxes 
and gray dashed arrows refer to other potentially intervening elements derived from alternative 
evidence. Our findings suggest that the relationship between HCY and TAC was mediated by 
poor sleep, while the impact of HCY on GM was mediated by the relationship between sleep 
and TAC. Based on previous evidence, we hypothesize that the impact of HCY on TAC could 
further be mediated by copper accumulation and/or Aβ aggregation in the brain, and that sleep 
disruptions could be additionally prompted by increased hypoxemia, which in turn has also 
shown to enhance Aβ burden. 
We further demonstrated that decreased TAC and increased HCY levels in MCI were 
associated with GM loss in regions of the middle temporal lobe. While our findings 
provide the first evidence of TAC-related GM loss in prodromal AD, HCY-related 
structural brain changes have been previously reported11. Here we have reached another 


































milestone by showing that the impact of increased HCY levels on GM loss further 
depends on the serial relationship between sleep and TAC in MCI. Aβ burden, resulting 
from increased HCY and poor sleep, may exacerbate this complex relationship in MCI, 
accounting for the lack of such a serial mediation effect in HO in the present study. 
Our findings offer novel empirical foundations to modify lifestyle risk factors aimed at 
promoting cognitive health in the elderly. For instance, breaking the link between HCY 
and TAC by enhancing sleep may be beneficial in slowing cognitive decline in 
individuals who are at risk of AD. Recent evidence suggests that poor sleep quality was 
associated with cognitive decline in normal elderly subjects after 3 years of follow-up36. 
Consequently, the identification of impaired sleep in middle age may offer opportunities 
to prevent cognitive decline late in life. Furthermore, HCY is a risk factor for brain 
atrophy and could cause cognitive impairment via direct neurotoxicity or by reinforcing 
other biological pathways including those of Aβ37. Previous studies have shown that 
treatment with B vitamins in older adults with elevated HCY reduces the rate of brain 
shrinkage and delays cognitive decline, these interventions being more beneficial in 
those individuals whose brain shrinkage has not yet reached critical levels38. Therefore, 
improving B-vitamin status in asymptomatic elderly subjects may play a role in 
preventing age-related cognitive impairment and decline37. Folic acid supplementation 
could also be equally advantageous for cognitive function in MCI by lowering 
peripheral levels of inflammatory cytokines39 and diminishing GM loss in cerebral 
regions vulnerable to AD40. 
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